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Zusammeni^ssung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Ze[|- 
5 und/oder Gewebe- und/oder Krankheitsphasen-spezifischen Aiznelmlttels gegen 
chronische EnizQndungserkrankungen. 

Dabei werden Krankheits-, Zelttyp-, Gewebe- und/oder Stadlenspeziflschen Prote- 
ine und Nukleinsauren hinsichtllch ihres geSnderten Expressionsmusters idenWt- 
ziert und die entsprechenden Nukleinsiuren als mdgliche Angriffsziele fQr DNA- 
10 zyme Oder sIRNA analysiert. Es folgt eIn Design von aktiven spezifischen DNAzy- 
men und sIRNA, die an die Zielsequenz binden und dlese spalten, so dass elri 
Arzneimittel gegen chronische EntzQndungserkrankungen und Autolmmunerkran- 
kungen zur VerfUguhg steht. 

15 

Anzahl anhangende Piguren: 11 
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5 - 35043 Marburg 




Prof. Dr. Harald Renz 
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Verfahren zur Herstellung eines Zell^ und/oder Gewebe- und/oder Krank- 
heitsphasen^pezifischen Arzneimitteis 



20 Die vorliegende ErTindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Zell- 

und/oder Gewebe- und/oder Krankheitsphasen-spezifischen Arzneimitteis, das zur 




Behandlung von chronischen EntzQndungen geeignet ist. 
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Hintergrund der Erfindung 

Chronische EntzQndungen stelien einen zunehmend grollen medizinischen Prob- 
lemkreis mit hohem sozioOkonomlschen Impakt dar. Hierzu zShlen Insbesondere 
folgende Erkrankungsgruppen: 
5 - Autoimmunerkrankungen und Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises 
(Manifestatlonen an u.a. Haut, Lunge, Niere, Gefafisystem, Nervensystem, Bin- 
degewebe, Bewegungsapparat, endokrinem System) 

- Allergische Soforttypreaktlonen und Asthma 

- Chronlsch-obstaiktlve Lungenerkrankungen (COPD) 
10 - Arteriosklerose 

- Psoriasis und Kontaktekzem 

- Chronische Abstodungsreaktlonen nach Organ-, Knochenmarkstransplantation 

Viele dieser Erkrankungen zeigen in den letzten Dekaden eihe ansteigende Pra- 
15 valenz nicht nur in den Industrienationen, sondern zum Tell weltweit So ieiden in 
Europa, Nordarrierika, Japan und Australian mittlefweii.e Ober 20% der BevSike- , 
njng an allergischen Erkrankungen und Asthma. Chronisch-obstruktlve Lungener- 
krankungen sind zurzert die fQnft-haufigste Todesursache weltweit und werden 
nach Berechnungen der WHO Im Jahre 2020 die dritt-haufigste Todesursache 
20 darstellen, Arterioskierose mlt den Folgeerkrankungen Herzinfarkt, Schlaganfall 
und perlpherer arterielle Verschlusskrankheit nehmen in der Morbiditats- und Mor- 
talitatsstatistik weltweit eine fuhrende Position ein. Psoriasis und Kontaktekzem 
sind zusammen mit der Neurpdermitis die hdufigsten chronlschen EntzQndungs- 
erkrankungen an der Haut Uberhaupt 
25 Aufgrund von bis heute nur unzurelchend verstandenen Wechselwirkungen zwi- 
scl;ien Umweltfaktoren und einer genetischen Disposition kommt es zu nachhalti- 
gen Fehlreguiationen des Immunsystems. Hierbei lassen sich fur diese unter- 
schiedlichen Erkrankungen folgende gemeinsame Prinzipien feststeilen: 

(A). Es kommt zur Entwicklung einer Qberschleflenden Immunantwort gegen 
30 normalerweise fur den Iv/lenschen harmlose Antlgene. Diese Antigene kon- 

nen Bestandteiie der Umwelt sein (z. B. Allergene, wle Pollen, Tierhaare, 
Nahrungsmlttel, Milben, chemische Substanzen wle Konservierungsstoffe, 
Farbstoffe, Reinigungsmittel). in diesen Fallen entwickelt sich bei den Pati- 
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enten eine allergische Reaktion. Im Falle von z.B. Aktlv- und Passiv- Ziga- 
rettenrauchem kommt es zu chronisch-obstruktiven Lungenerkrankungen 
(CpPD), Andererseits kann das Immunsystem aber auch gegen Kompo- 
nenten des eigenen Organlsmus reagieren, diese als fremd erkennen und 
5 eine EntzQndungsreaktion dagegen In Gang setzen. In diesen Fallen entwi- 

ckelt slch eine Autoimnnunerkrankung. In jedem Falle werden harmlose, 
nicht-toxische Antigene faischllchenveise als fremd bzw. gefShrlich erkannt 
und eine unangemessene EntzQndungsreaktion in Gang ge8et2± 

(B) Die Erkrankungen vertaufen in Phasen zu denen die Initiation, Progression, 
10. also Fortschreiten der EntzQndungsreaktion. und die damit assoziierte De- 

stmktion und der Umbau mit Verlust von Organ-Funktlonalltat (sogenanntes 
Rennodeling) zatilen. 

(C) Die Erkrankungen zeigen Patlenten-spezifisclne sub-phSinotypisclie Aus- 
prSgungsmerkmale. 

15 (D) An der Initiation, Aufrechterliaitung und den Destruktions- und Umbaupro^ 
zessen sind Komponenten der angeborenen und enworbenen Immun'rtat 
naclihaltig. beteiiigt. Unter dem Einfluss der angeborenen Immunitat (wichti- 
ge Komponenten: Antigen-prasentlerende-Zellen mit iliren diversen Popula- 
tionen und das Komplementsystem) kommt es zu Aktivierung und Differen- 
20 zierung der Zellen des adaptiven Immunsystems (wiclitige Komponenten: 

T- und B-Lymphozyten). Die T-Zel!en Qbernehmen zentrale Funktlonen im 
weiteren Verlauf indem sie in hoch'-spezlalislerte Effektoren differenzieren. 
HIerbei akth/ieren und erwerben sle bestimmte Effektormechanismen, zu 
denen insbesondere folgende Funkiionen zdhlen: Antikorperprodulctlon, 
25 Kontrolle der FunictionalitSt von Effektorzellen des Immunsystems (wie z. B. 

neutroptiile-, basophlle-. eosinophile Granulozyten), RQckkopplung auf 
Funktlonen des angeborenen Immunsystems, Beeinflussung der Funktion- 
alttat von nicht-liamatopoetisclien Zellen wie z. B. Epithel, Endothel, Binde- 
gewebe, Knoclien und Knorpel und vor allem neuronaie Zellen. HIer kommt 
30 es zu einer besonderen Wechseiwirkung zwisclien Immun- und Nervensys- 

tem, aus dem slch das Konzept der Neuro-immunologischen Interaktlon bei 
chronischen EntzQndungen entwickelt hat. 
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. Aufgrund der Komplexitat und VIelschichtlgkeit der Krankhe'rtsbilder, die mit chro- 
nischen EntzQndungen elnhergehen, mQssen an ein optimales Arzneimittel zur 
Behandlung der Krankheiten folgende Anforderungen gestellt werden: 
■ (1) Erkrankungen manifestieren sich in Patienten-spezlfischen (Sub)- 
5 Phanotypen, Arzneimittel mtlssen daher eine hohe Patienten- bzw. Fallspezi- 

fitat aufweisen. 

(2) Erkrankungen verlaufen in Stadien und Phasen. Arzneimittel mQssen daher 
eine Stadien- bzw. Pliasenspezlfitat besitzen. 

(3) Die Erkrankungen werden von unterschiedlich spezialislerten Zellen reguliert. 
10 Die Arzneimittel mQssen dalner eine Zetl-Bpezlfische Intervention bewirken. 

(4) Die Erkrankungen manifestieren sich an unterschiedlichen Organen und 
Kompartlmenten. Die Arzneimittei mQssen daher eine Kompartiment- bzw. 
Organ-Spezifitat besitzen. 

(5) Arzneimittel mQssen fQr eine i^ngzeittheraple geeignet sein. So mQssen 
15 Reaktlonen des Immunsystems gegen die Arzneimittel verhlndert werden. 

(6) Das Nebenwirkungspfofil der Arzneimittel muss in medizlnlscher und ethl- 
scher Relation zu Schweregrad, Prognose und Verlauf der Erkranlcungen in 
einem akzeptablen Verhaitnis stehen. 

20 Keine der heute verfugbaren, etablierten Therapien gegen chronische EntzQndun- 
gen erfQlIt dlese Krlterien optimal. Bekannt sind aus der DE 695 11 245 T2 die 
Behandlung mft Immunglobulln A und aus der DE 695 18 667 T2 die Hemmung 
der Phospholipase A2 (PLA2) und /oder Coenzym-A-unabhangigen Transacylase 
(CoA-IT). Im IVlittelpunkt der heute etablierten Therapiekonzepte stehen fQr dfese 

• 25 Erkrankung die unspezifische anti-lnflammatorische Theraple, sowie die 
Immunsuppresslbn. So sind viele der eingesetzten unspeztfischen anti- 
Inflammatorisch wfrkenden Substanzen wie Ibuprofen, Aoetylsalicyisaure und 
Paracetamol entweder ' nicht wirksam genug oder mit elner hohen Rate 
unenA/Qnschter Nebenwirkungen behaftet. Steroide haben dagegen zwar eine 
30 hfihere Wirkungspotenz, sind aber Ihrerseits mit schwerwiegenden 
Nebenwirkungen wie Hypertonus, Diabetes und Osteoporose behaftet 
Immunsuppressive ISfledikamente der neueren Generation wie 2. B, Cyclosporin 
und Tacrolimus zeigen Hepato- und Nephrotoxizitat. 
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Diese Situation hat zur Suche und kilnisciien Erprobung einer Vielzahl von neue- 
ren Molekulen gefuhrt, die spezifischer in die immunologischen und zellbiologl- 
schen Fehlregulationen eingreifen sollen. Hierzu zahlen Zytoiclne, Zytokin- 
Rezeptoren und Anti-2ytol<ine. Probleme, die mit dlesen neueren therapeutischen 
5 EinsStzen verbunden sind, schtieUen mangelnde Zell- und Organ-Spezlfitat. Ent- 
wicklung von unerwQnschten Immunreaktionen gegen diese MolekQle, sowie eine 
mangelnde WIrksamkelt bei verschiedenen PhSnotypen eln. 

Es wird in neuerer Zelt versucht, eIne neue Klasse katalytischer MolekQle, die so- 
lo • genannten "DNAzyme" (Santora, 1997) als therapeutische Agenzien zur Inaktivle- 
rung von Genen elnzusetzen, deren Expression Krankheiten verurseclit. DNAzy- 
me sind EInzelstrang-MolekQle» die prinzlplell an kompiementare Bereiclie der 
RNA blnden kOnnen und diese diirch Spaltung inaktivleren. Der spezrfisclie Ein- 
satz von DNAzymen als therapeutische Agenzien setrt allerdlngs voraus, dass die 
15 krankheitsverursachenden Gene und deren mRNA genauestens bekannt sind. 
Dies ist bislang nur bei wenigen Erkrankungen der Fall. 

Das in der WO 01/1 1 023A1 beschriebene DNAzym bindet RelA (p65) mRNA und 
ist damit gegen den Transkriptionsfaktor NF-kB gerichtet, in der WO 00/42173 ist 
20 ein EGR-1 mRNA bindendes DNAzym offenbart. Die WO99/50452 offenbart eln 
10-23 DNAzym, das in einem diagnostischen Verfahren zum AufFinden von Nuk- 
leinsSure-Mutationen ven^endet werden kann. 

Keine der derzeit bekannten Antlsense-MolekQIe und DNAzyme kpnnen zur Her- 
stellung eines Arznelmittels zur Behandlung von.chronlschen EntzQndungen in 
25 Patienten venA^endet werden. 



Aufgabe der Erfindung 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es, Zell- und/oder Gewebe- und/oder 
30 Krankheitsphasen-spezifische Arzneimittel. bereltzustellen, d|ie zur funktfonellen 
Inaktivferung von Ribonukleinsaure-MolekOlen von Transkrlptlonsfaktoren und 
Faktoren der Signaltransduktionswege. deren Expression an der Entstehung von 
chronischen EntzQndungsreaktidnen und Autoimmunerkrankungen beteiitgt ist, 
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fuhren und die zur Behandlung von chronischen EntzQndungsreaktionen und Au- 
toimmunerkrankungen geeignet slnd. wobei di^ geschilderten Nachtelle im Stand 
der Technlk beseitigt werden, 

DarQber hinaus ist.es Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zur Herstellung Zell- 
und/oder Gewebe- und/oder Krankheitsphasen-spezifischer Arzneimittel bereitzu- 
stellen, das Ribonukleinsdure-Molekple von Transkriptlonsfaktoren und von Fakto- 
ren der Signaltransduktionswege, deren Expression an der Entstehung von chro- 
nischen EntzQndungsreaktionen und Autoimmunerkrankungen beteiligt 1st, Identi- 
flziert und sle In Zielzellen funktioneli Inaktivlert. 




Die Aufgabe wird erfindungsgemaa darch ein Verfahren gem&fk Anspruch 1 und 
einem Arzneimittel gemSR den AnsprQchen 16 bis 18 unter Einsatz spezlflscher 
ONAzyme gemSn^ den AnsprQchen 1 0 bis 1 5 geldst 

Der Vorteil der Erfindung besteht in einer funktionellen Inaktivlerung von Ribonuk- 
15 leinsaure-MolekuIen vpn Transkriptlonsfaktorsn und Faktoren der Signaltransduk- 
tionswege zur Differenzlerung und/oder Expression von Zytokinen, die an der Ent- 
stehung der chronischen EntzQndungsreaktionen und Autoimmunerkrankungen 
beteiligt slnd, mitteis spezifischer DNAiZyme und/oder siRNA. Diese Strategle 
zeichnet sich gegenuber konventionellen, aber auch gentherapeutischen Ansat- 
20 zen durch hochste Zell- und/oder Gewebe- und/oder Krankheltsphasen-Spezifltat 
und -Selektivitat. hohe Stabiiitat der MoiekOle und elne vernachiasslgbare Antlge- 
nitat aus. Es werden optimaie Voraussetzungen fUr elne maligeschneiderte Lang- 
zeittherapie bel Patlenten mit chronischen EntzQndungserkrankungen geschaffen. 

2 b Weltere Details und VorzUge der voriiegenden Erfindung werden aus der folgen- 
. den Figur und der Beschreibung ersichfilch. Dabel zeigt: 

Fig. 1 : schematische Darstellung der Signaltransduktion bei der Differenzlerung 
. von CD4* Zelien zu TH1- bzw. TH2-Zell (niodifiziert nach Ho l.C. und 
30 Glimcher Cell 2002; 109: S109-S120). 

Fig. 2: Nukleotldsequenz der katalytischen DomSne des 10-23 DNAzym und 
Bindung an elne Ziel RNA mitteis Watson-Crick Paarung. (R = A oder G; 
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Y = U Oder c, N = A. G. U Oder Q), Der Pfell zeigt die Spaltstelle in der 
Zlel mRNA. 

Fig. 3: Pool an spezlfischen RibonukleinsSure MolekCilen nach Schritt b) im be- 
sonderen die DNAzyme hgd 1 bis hgd 70 gegen GATA-3 und ihre Nuc- 
5 leotidsequenzen (A=Adenin, G-Guanln, C=Cytosin. T=Thynnin). Grolige- 

schrleberte Nukleotide markleren eine rechte und llnke Substratbln- 
dungsdomane, kleingeschilebene Nukleotide marlderen die zentrale ka- 
talytische Dom3ne des 10-23 DNAzym. 
Fig- 4: Nukieotidsequenzen humaner GATA-3-Gene Im Alignment 
1 0 Sequenz 1 : Humanes GATA-3 aus Datenbank Nr.: XM_043124. 

Sequenz 2: Humanes GATA^ aus Datenbank Nr.: X58072. 
Sequenz 3: Humanes GATA-3 (sequenzlert aus Plasmid pCR2.1 
DIvergente Basen sind grau unterlegt, Primeriokallsatlpnen fQr die Kto- 
nieruhg von GATA-3 sind unterstrichen. Die Lokalisation des DNA2^mes 
15 hgd40 1st mit fett geschriebenen Buchstaben, die glelchzeitig grau unter- 

legt und unterstrichen sind. verdeutiichL 
(A=Adenln, G=Guanin, C=Cytosin, T=Thymin) 
Fig, 4 A: Nukleotidsequenz 3 des humanen GATA-3-Gen aus Figur4, darin eln-^ 
gezeichnet (grau hinterlegt) jeweils die Nukleotidpaare GT und AT, zwl- 
20 schen denen weltere pNAzyme-Schnittstellen liegen. 

Fig. S: Gelelektropliorese zeigt die Spaltung einer Zlel-mRNA (hier GATA-3 
mRNA) mlt spezlfischen RibonuklelnsSure Molekulen nach Schritt b)/ 
hier nicht modifizlerte DNAzyme [hgd1 1 (Spur 2). hgd13 (Spur 4). hgd17 
(Spur 6), hgd40 (Spur 8)] und modifizierten DNAzymen [hgd1 1-M (Spur 
25 3), hgd13-M (Spur 5), hgd17-M (Spur 7), hgd40-M (Spur 9)]. M bezelch- 

net die modifizierten DNAzyme. Nicht modifi2:ierte (0,25 iiM) Oder modifi- 
zlerte DNAczyme (0,25 \M) warden eine Stunde bei 37''C mit in vitro 
transkribierter QATA-3 mRNA (0,025 \iM) In einem Volumen von 10 yi 
mit folgender Reaktionszusammensetzung inkubierl: 50 mM Tris pH 7,4, 
30 1 50 mM NaCI, 10 mM IVIgCi2. Anschlie&end werden die Produkte gel- 

elektrophoretisch aufgetrennt. Spur 1 enthait ais Kontnolle mRNA ohne 
DNAzyme-Zugabe. l^ItgefQhrter Ldngenstandard (nicht dargestelit) zeigt 
Bandengrdflen von 1 000 bp, 2000 bp und 3000 bp. Pfeiie zeigen auf S, 
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die Bande mit dem Substrat (hier GATA-3-mRNA) und die Spaltprodukte 
P1 und P2. 

Fig. 6: Immunblot mlt der Reaktion von spezifischen Ribonukleinsaure MolekO- 
len In Zellen. Jurkat E6.1 Zellen werden mittels Lipofektion mH; spezifl- 
5 schen Ribonukleinsaure MolekQlen, hier DNAzyme [hgd11-M (Spur 4), 

hgd13-M (Spur 5), hgd17-M (Spur 6). hgd40-M (Spur 7)] transfiziert. Als 
Kontrollen werden nlctit behandelte Zellen (Spur 1), nur mttTransfekti- 
onsmedlum (Spur 2) behandelte Zellen,- beziehungswelse mlt DNAzy- . 
men (hgd1 1-M} ohne Transfektionsmedium (Spur 3) behandelte Zellen 
10 eingesetzt. Nach 48h Inkubation werden die solublllsierten Proteine mit- 

tels SDS-PAGE aufgetrennt und GATA-3 (A) durch Immunblot mlt spezi- 
fischen Antikorpem detektlert. (Spur 4 enthait Zellen mit hgdl 1-M, Spur 
5 enthait Zellen mit hgd13-M, Spur 6 enthait Zellen mlt hgd17-M, Spur 7 
enthait Zellen mil hgd40-M.) Zur Kontrolle auf gleiche Proteinmengen pro 
15 Spur wird auf der gleichen Blot-Membran eine Immunfarbung mit p-Aktin 

(B) durchgefuhrt. MitgefOhrler LSngenstandart (nicht dargestellt) zelgt 
BandengroRen von 63,8 kDa, 49.5 kDa und 37,4 kDa. 
Fig. 7: Pool an spezifischen Ribonukleinsaure MolekOlen nach Schrltt b) Im be- 
sonderen die DNAzyme td 1 bis td 70 gegen T-bet und ihre Nukleotidse- 
20 quenzen (A=Adenin, G=Guanin, C=Cytosin, T=Thymin) 

. Fig, 8: Nukleotidsequenzen humaner T-bet-Gene im Alignment 

Sequenz 1: Humanes T-bet aus Datenbank Nr,: NM_013351. 
Sequenz 2: Humanes T-bet (sequenziert aus pBluescrlpt-SK). 
Dlvergente Basen sind grau unterlegt, Primerlokalisatibnen fiir die Klo- 
25 nierung von T-bet sind unterstrichen. Die Primerlokalisationen fQr die re- 

lative Quantifizierung im LightCycler sind umrandet Die Lokalisation der 
DNAzyme tdS4 und td69 ist gieichzeitig grau unterlegt und unterstrichen, 
td70 ist zudem in fettgeschrrebenen Buchstaben hervorgehoben. 
(A^Adenln, G=Guanin, C^Cytosin, T=Thymln) 
30. Fig. 8 A: Nukleotidsequenz 1 des humanen T-bet-Gen aus Figur 8, darin als 

graue.Hlnteriegung eingezelchnet jeweils die Nukleotidpaare GT und AT, 
zwischen denen wettere DNAzyme-Schnittstellen tiegen. 
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Fig. 9: Gelelektrophorese zeigt die Spaltung einer Ziel-mRNA (hler T-bet 

mRNA) mit spezifischen Ribonuklein'saure MolekQlen nach Schritt b), 
hier modlfizierte DNAzyme [(td54m (Spur 3), td69m (Spur 4) und td70m 
(Spur 5)]. Die modifizierten DNAzyme (0,25 ^jM) werden 30 min bei 37°C 
5 mlt in vitro transkrlbierter T-bet mRNA (0.025 pM) in einem Volumen von 

10 [jl mitfolgender Reaktionszusammensetzung inkubiert: 50 mM Tris 
pH 7,4, 150 mM NaCI, 10 mM MgCla. Anschlieliend werden die Produkta 
gelelektrophoretisch aufgetrennt. iSpur M enthalt mitgefuhrten 
L^ngenstandard 3000 Basen und 2000 Basen, Spur 2 enthalt als. 
10 Kontrolle mRNA ohne DNAzym-Zugabe. Pfeil A zeigt auf die Bande mlt 

Substrat (hierT-bet-mRNA), Pfell B auf das grSBere Spaltprodukt. Das 
zvA/eite Spaltprodukt ist kleiner und in dieser Abblldung nicht mehr 
Fig. 10: QctertWHIzierung von T-bet- und GAPDH-mRNA Mengen Im LightCycler 
aus, mit DNAzymen td54 (A), td69 (B) und tdTO (C) behandelten Zellen. 
1 5 Jurkat E6.1 Zellen werden zwelmal in 24ii Abstand entweder mlt den T- 

bet-spezifischen DNAzymen td54 (A). td69 (B) und td70 (C) oder mlt . 
Nonsense-DNAzym als Kontrolle (nicht dargestellt) transfiziert. Anschlie- 
Hend wird RNA gereinlgt, sine reverse Transkription durchgefOhrt und 
die gewonnene DNA im LightCycler eingesetzt. fii& intemer Standard 
20 dient GAPDH (gestrlchelte Kurven). Gezeigt sind Jewells 4-fach Bestim- 

mungen von mlt T-bet-spezlfischen DNAzymen oder Nonsense-DNAzym 
behandelten Zellen. Durchgezogene Kurven zeigen die Menge an T-bet 
in den mlt T-bet-spezifiachen DNAzymen behandelten Zellen, gepunkte- 
te Linien zeigen die Menge an T-bet in den mlt Nonsense-DNAzyme be- 
25 handelten Zellen. 

Fig. 1 1 : Diagramm der relativen Quantlfizierung von T-bet-mRNA in Jurkat EG.I 
Zellen. 

Jurkat E6,1 Zellen werden mlt den T-bet-spezifischen DNAzymen td54, 
td69 und td70 zwel mat transfiziert und nach 48h wird RNA Isoliert. Nach 
30 eIner reversen Transkription wird die mRNA-Menge mittels UghtCycler 

bestimmt Ais Kontrolle dlent Nonsense-DNAzym. Die relative Quantlfi- 
zierung von T-bet- und GAPDH-mRNA erfblgt nach Anieitung [beschrie- 
ben im User Bulletin H2, (ABI Prism 7700 Sequence detection System 
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User Bulletin #2 (2001 ). Relative quantification of gene expression. 
Http://clocs.applledbiosystems.com/pebioclocs/04303859.pdf)]. 
Dabei warden die Menge an T-be^mRNA aus dem Kontrollversuch mit 
Nonsense-DNAzym gleich 100% gesetzt. 

Figur 1 zeigt in elner nach Ho I.C. und Glimcher LH, (Cell 2002; 109: S109- S120) 
modifizierten schematischen Darstellung die 2usammenh§nge der Slgnaltrans- 
duktioh bel der Dlfferenzlerung von CD4* Zellen zu TH1- bzw. TH2-Zell. 
Die Stimulation Qber den T-Zellrezeptor durch den entsprechenderi Peptid-MHC- 
Komplex Induziert die kionale Expansion und programmierte Differenzierung von 
CD4* T-Lymphozten zu T-Helfer (TH)1- Oder TH2-Zellen. Die UnterBCheidung die- 
ser beiden Subtypen erfolgt aufgwnd linrer Zytokln-Profile. TH1 -Zellen produzleren 
Interferon-y (INFy), Interleukin 2 (IL-2) und Tumor-Nekrose-Faktor-p, wohingegen 
TH2-Zellen lL-4, IU5, IL-9 und lL-13 sezemieren. Bakterielle und vlrale Infektlo- 
nen induzienen eine Innmuhantwort, die von TH1 -Zellen dominiert wird. Auf der 
anderen Seite regulferen TH2-2ellen die IgE Produktlon gegen Parasiten. Dabei 
besteht zwischen TH1- und TH2-Zellen ein Glejchgewicht. Die ZerstOnjng dieses 
Gleichgewlchtes vemrsacht Krankheiten, so 1st eIne Gberschieliende TH1- 
Zellenantwort assozliert mlt Autolmmunerkrankungen, wahrend ailerglschen Er- 
krankungen eine verstarkte TH2-Zellantwort zugruride liegt. 

Es ist bekannt, dass THI-Zytokine in die Pathogenese von Autoimrnunerkrankun- 
gen wie z.B. Autoimmunuveltis, experimentelle allergische Enzephalomyelitis, 
Typ 1 Diabetes mellltus oder Morbus'Crohn Involviert sind, wahrend TH2-Zytokine 
(IL-4, IL-5, IL-13 bzw. IL-9) an der Entstehung von chronlsch GntzandHchen Atem- 
wegserkrankungen wie z.B. Atemwegseoslnophille, Mukus-Hypersekretion und 
Atennwegs-Hyperredgibilitat beteiligt sind. Grundlage dieser Erkrankungen sind 
patliophysiologische V^rSnderungen wahrend der Produktlon von charakteristi- 
schen Zytokfnen durch antigenspezifische TH-Zellen, So zelgen transgene IVAduse, 
30 die In den Atemwegsepltheilen die TH2-Zytoklne IL-4, IL-5, lL-13 bzw. IL-9 konstl- 
tutlv Qberexprimleren, typische allergische Entztlndungsreaktionen, TH2-ZelI- 
Subpopulationen in der Lunge und den Atemwegen rufen in TH2-Zellen im Tler- 
modell die charakteristischen Symptome des Asthma bronchiale hervor. 
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Oberraschenderwelse wurde gefunden, dass zurZell- und/oder Gewebe- 
spezifischen Behandlung von chronischen Entziindungen und/oder Autolmmuner- 
krankungen Transkriptionsfaktoren und Faktoren der Slgnaltransduktionswege zur 
Differenzierung und/oder Expression von Zytokinen. die an der Entstehung der 
5 chronischen EntzUndungsreaktionen und Autoimmunerkrankungen beteiligt sind 
wie z,B.: der TH1 -Zell-spezifische Transkriptlonsfaktor T-bet und der TH2-Zell- . 
spezrfische Transkriptlonsfaktor GATA-3 In Idealer Weise geeignet sind. 

Der THi-Zell-spezifische Transkriptlonsfaktor T-bet ist vor allem for die Dlfferen- 
10 zlemng von naiven CD* T-Zellen zu THI-Zelien verantwortlich. Seine Expression 
wird Uber die Signaltransduktionswege das T-ZeM Rezeptors (TZR) und Qber INFy- 
Rezeptor/STATI kontroiliert. T-bet transaktiviert das endogene iNFy-Gen und in- 
duzlert die INFy Produktion. DarOber hinaus Induziert er die IHochregulation der 
Protein-Expression von IL-12RP2 Ketten und fUhrt zum Chromatin-Remodeling 
15 von Indivlduelien INFy Allelen. Die in vivo Funktion von T-bet wird in Knock-Out- 
Mausen (T-bet ''') bestatlgt. Obwohl T-bet defizlente Mause eine nomiaie Lym- 
phozyten Entwlcklung aufweisen. produzieren CD4* T-Zellen aus diesen I^/Iausen 
kein INI^y, weder auf die Stimulation mit anti-CD3/CD28 noch mit PIVIA/ionomycln. 
T-bet defizlente IVISuse zeigen keine Immunantwort auf eIne L /na/orlnfektion, die 
20 .Menge an TH2-Zytokinen ist er^|oht. 

Bekannt ist die Funktion von T-bet In nnucosalen T-Zellen bei der Entstehung von 
entzundlichen Darmerkrankungen, Untersuchungen im Tiermodell zeigen eine 
Verschlimmerung der Colitis In rekonstituierten SCID (Severe Combined immuno- 
deficiency) IVIausen nach retrovlraler Transduktion von T-bet in CD4'^CD26L'*' T- 

• 2 5 Zellen, umgekehrt fllhrt der Transfer von T-bet defizienten T-Zellen zu keiner Coli- 
tis -Induktion. <^ 
Der Transkriptlonsfaktor T-bet Induziert spezifisch die Entwlcklung von THI-Zellen 
und kontroiliert die INFy-Produktlon in diesen Zellen. Durch die Inhibition von T-. 
bet wird die Balance zwischen TH1- und TH2-ZeHen zugunsten von TH2-Zellen 
30 verschoben. 

Der TH2-Zell-spezifische TranskrlpWohsfaktor GATA-3 ist vor allem fQr dle .Dlffe- 
renzferung von naiven CD4* T-Zellen zu TH2-Zellen verantwortlich. 
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Die TH2-2elIdIfferenzierung wird dabei hauptsachlich durch zwei Signalubertra- 
gungswege, den T-Zell Rezeptor- (TZR) und den IL-4 Rezeptor-Weg, gesteuert. 
Vom TZR weitergeleltete Signale aktivieren sowohl die TH2 zellspezlflschen 
Transkriptionsfaktoren c-Maf und GATA-3 als auch die Transkripttonsfaktoren 
5 NFAT und AP-1 . Die Akliviemng des IL-4 Rezeptors fOhrt zur BIndung von STAT6 
an die zytoplasmatische Domane des Rezeptors, wo er von Jak1- und Jak3- 
KInasen phosphoryliert wird. Die Phosphorylierung ihrerseits fQhrt zur Dlmerisie- 
rung und Translokation von STAT6 in den Nukleus, wo STAT6 die Transkrlptlon 
von GATA-3 und anderen Genen aktiyiert. 
10 GATA-3 1st ein ZInkflnger-Transkriptionsfaktor, der nacli „Representational- 

Dlfference-Analysls" (RDA) iind Studien an transkriptioneller Regulation von IL-5 
ausschliefilich In maturen TH2-2elIen exprimiert wird, niclit In TH1-Zellen. 
Weitere Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle bei der Differenzierung zu TH1- 
ziehungsweise TH2-Zellen spielen und an der Entstehung der Ghronischen'Ent- 
15 zundungsreaktlonen und Autoimmunerkrankungen beteillgt sind weisen eine Ex- 
pression auf, die sich in einer Zielzelle im Verglelch zur Expression einer.Kontroll- 
zelle unterscheidet und werden erfindungsgemaii ebenfalls zum Design von spe- 
zifischen DNAzymen und/oder siRNA fOr den therapeutischen Einsatz bei chro-^ 
nisch entzQndlichen Erkrankungen eingesetzt: 
20 • STAT4, STATSa und STAT1 (signal transducer and activator of transcrip- 
tion) 
c-Rel 

CREB2 (sAMP ^spon^e element-binding protein 2) ' 
ATF-2.ATF-2 
25 • Hlx 

IRF-1 (interferon regulatory faotor-1) 
c-Maf 

NFAT (Nuclear factor of activated T cells) 
N1P45 (NF-AT interacting groteln 45) 
30 • AP1 (Activator Protein 1) 
Mel-18 

SKAT-2 (SCAN box, KRAB domain associated with a Tli2 phenotype) 
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• CTLA-4 (Cytolytic T lymphocyte-associated antigen 4) 

Weitere Faktoren der Signaltransduktionswege, die zur Dlfferenzlerung und/oder 
Expression von Zytokinen verantwortlich sind und an der Entstehung der chronl- 
5 schen EntzQndungsreaktionen und Autoimmunerkrankungen betelligt sind, weisen 
eine Expression auf, die sich In einer Zielzelie im Vergleich zur Expression einer 
Kontrollzelle unter$cheidet und werden erfindungsgemSfl ebenfalls zum Design 
von spezifischen DNAzymen und/oder siRNA fOr den therapeutischen Elnsatz bei 
chronisch entzQndlichen Erkrankungen eingesetzt: 
10 • Src kinase 

• Tec kinase 

RIk {Txk im Menschen) 

Itk 

Tec 

15 

- RIBP (RIk/Itk-binding protein) 

• PLCy (PhospholipaseCvl) 

• MAP kinase (Mitogen-actlvated protein kinase) 

ERK 

20 JNK 
P38 

• MKK(I\/1AP kinase kinase) 

IVIKK1 

MKK2 • 
25 MKK3 
MKK4 
MKK6 
IV1KK7 

• Rac2 

30 * GADD45 (Growth arrest and DNA damage gene 45) 
GADD45P 
GADD45Y 
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• SOCS (Suppressors of cytokine signalling) 
CIS (Cytokine-induoed SH2 protein) 
SOCS1 
SOCS2 

5 SOCS3 

• JAK (Janus kinase) 
JAK1 
JAK3 

• NIP45 (NF-AT Interacting protein) 

10 

Erfindungsgemaii wird ein Zell- und/oder Gewebe- . und/oder Krankheitspiiasen- 
spezlflsclies Arzneimittei bereltgestellt, das zur Behandlung von chronlsclien Ent- 
zQndungen geelgnet 1st. 

Das Arzneimittei greift bevorzugt an den Interventionspunkten der den chroni- 
15 schen EntzOndungsreaktlonen und Autoimmunerkrankungen zugrunde liegenden 
kornplexen Kaskade der Immunologischen und zellblologlschen Felilregulationen 
an. Besonders bevorzugt sind dies Interventionspunkte der Regulation der Diffe- 
renzlerung der beteillgten Transkriptionsfaktoren; wle beispielsweise der TH2-ZeII- 
spezlfische Transkriptionsfaktor GATA-3 Oder der THI-Zell-spezifische Transkrip- 
20 tionsfaktor T-bet..Der erzielte therapeutische Effekt bestelit in einer funktionellen 
Inaktivlemng von mRNA-MolekQlen mittels spezifischer DNAzyme und/oder slR- 
NA. Diese Strategie bletet eine Reihe von Vorteilen gegenQbef konventlonellen, 
aber auch gentlierapeutlschen AnsStzen: hochste SpezifitSt und Selektivitat,.holie 
Stabilitat der MolekQIe und elne vemachlasslgbare Antlgenltat. Es werden optima- 

• 25 ie Voraussetzungen geschaffen fQr eine mafigesclineiderle Langzelttherapie bei 
Patienten mit chronischen Entzundungserkrankungen. 



30 
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Erfindungsgemaft wird ein Verfahren zur Herstellung eines Zell- und/oder Gewe- 
be- und/oder Krankheitsphasen-speziflschen Arzneimlttels bereltgestellt, dass fol- 
gende Schrttte umfasst: 

a) Identlflkatlon von Rlbonukleinsaure-MolekQIen, deren Expression sich in einer 
b Zlelzelle !m Vergleich zur Expression eIner Kontrollzelle unterscheidet 

b) Design von spezifischen Rlbonukleinsaure-MolekQIen, die an Ribonukleinsaure- 
MolekUle aus Schritt a) binden und sle funktioneil inaktivieren 

c) Einbringen der spezifischen Ribonukleinsaure-MolekUle aus Schritt b) in Zielzel- 
len * 

10 d) Fomiullerung der spezifischen Ribonuklelnsaure-MolekQIen aus Schritt b) 
und/oder eIner Zielzelle aus Schritt c) in einem Arzneimittel 

• Der Begrlff „Zell- und/oder Gewebe- und/oder Krankheltsphasen-spezifisch" be- 
deutet Im Sinne der vorliegenden Erfindung, dass das mittels des erfindungsge- 
1 5 . malien Verfahrens hergestellte Arzneimittel im wesentlichen nur bei einer be- 
stimmten Art von Zellen (Zielzelle) und/oder in bestimmten Gewelpen oder Orga- 
nen und/oder in bestimmten Phasen der Erkrankung wirksam ist, und einen ver- 
naohlassigbaren Einfluss auf andere Zellen (Kontrollzellen). Gewebe oder Organe 
besitzt. Vorzugsweise ist das Arzneimittel bei mindestens 2/3 der Zielzellen wirk- 
20 sam. Starker bevorzugt bei mindestens 80% und am moisten bevorzugt bei min- 
destens 98% der Zielzellen. Es ist auQerdem bevorzugt, dass das Arzneimittel bei 
hdchstens 10% der Kontrollzellen wirksam Ist, stSrker bevorzugt bei hOchstens 5% 
und am melsten bevorzugft bei < 1 % der Kontrollzellen. 

• 25 Der Begriff ^Identiflkation von Ribonukleinsaure-MolekQlen* deren Expression sIch 
in einer Zielzelle im Vergleich zur Expression einer Kontrollzelle unterscheidet" 
umfasst in der vorliegenden Erflndung folgende Punkte: 

i) Zielzellen sind Zellen in Geweben und Organen, die bekannterweise zur Entste- 
hung einer Krankhelt fQhren, dazu beltragen oder dlese verstarken, die die Krank- 
30 heit aufrecht erhaltenden Prozesse unterhalten, zu ihnen beltragen oder dise ver- 
stSrken, beziehungsweise die zu SpStfolgen einer Krankheit fQhren, beltragen o- 
der sie verstarken. Dazu zahlen beisplelsweise Zellen, die bestimmte Transkriptl- 
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onsfaktoren aufweisen. spezlfische Hormone, Zytokine und Wachstumsfaktoren 
sezernieren. oder Zellen mit typlschen Oberflachenrezeptoren, 
li) Die Zielzellen kSnnen zum Beispiel mittels Technologien isoliert werden, die auf 
der Bindung spezifischer Antlkdrper basieren. HIer werden Magnetic Beads, er- 
5 haltllch von den FInmen Mlltenyi (Macs-System), Dynal (DynaBeads) oder BD- 
Bioscience (iMAG) angewendet. Altemativ erfolgt dies Qber eine Zeilreinigung mit- 
tels Fluoreszenz-marklerter AntikGrper an Zellsortem beispielsweise der Flrma Cy- 
tomatlon (MOFLO) oder BD-Blosci©nce (FACS-Vantage). Die Refnhelt der Zlejzei- 
len ist bevorzugt be! mindestens 80%, starker bevorzugt bei mindestens 95% und 
10 am meisten bevorzugt bei mindestens 99%. 

Ill) Verfahren zur Isolierung der RNA sind z.B. in Sambrook and Russell, Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, 3. Auflage» Cold Spring Harbor Laboratory (2001), 
New York und Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley 
& Sons (1998). New York, beschrieben. Aufterdem ist es dem Durchischnittsfacli- 
15 mann moglich, kommerziell verfQgbare Kits (Silika-Technologle) z.B. das RNeasy 
Kit von der Firma Qiagen, zur RNA Isolierung zu venA/ehden. Weiterhin ist es be- 
vorzugt, dlrekt mRNA aus den Zielzellen durch Venwendung kommerzieller Kits 
beisplelsweise der Flmien Qiagen (Oligotex mRNA Kit), Promega (PplyATract 
mRNA Isolation System) oder Mlltenyi (mRNAdirect) zu reinlgen. 
2p iv) Die Identifizlerung von mRNAs, die differentiell unterschledlich sind, d.h. 

mRNAs, deren Expression in der Zielzelle gegenQber der Kontrollzelle erhttht ist, 
erfolgt beisplelsweise mit kommerziell enrorbenen Genchlps.(z.B. MWG, CLON- 
TECH)] Oder mit elnem Filter-Hybrldisierungsverfahren (z. Bsp. Unigene) nach 
Herstellerangaben. Altemativ werden dlfferentlelle mRNAs durch subtraklive 
2 5 Hybrid isisrung von cDNA^ die zuvor aus der mRNA durch RT-Reaktion entstanden 
sind, hergestellt Zu diesen dem Fachmann bekanhten Verfahren, zShlen bei- 
• splelsweise die SSH»Methode (Flrma Clontech) oder die RDA-Methode. Zu einer 
ebenfalls bevorzugten Anwendungsform gehOrt die Kombinatlon von Chiptechno- 
logie und subtraktiver Hybridislemng. Die Identifizlerung der differenziell exprimier- 
. 30 ten Gene erfolgt unter Einsatz der Chlptechnologie mit Hllfe von kommerziell er- 
haltlichen Programmen z.B. mit dem Vector Xpresslon Programm der Firma In- 
forMax. Beim Einsatz von subtraktiver Hybridisieaing erfolgt nach der Isolierung 
der differentiell exprimierten Gene anhand herkommlicher, dem Fachmann gelSu- 
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• figer Verfahren wie Klonierung und anschlieftende Sequenzierung (siehe z.B. 
Sambrook and Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3. Auflage, Cold 
Spring Harbor Laboratory,(2001), New York und Ausubel et al.. Current Protocols 
in Molecular Biology, John Wiley & Sons (1998), New York) ein Sequenzabgieich 
b In einer Datenbank wie z.B. Gene-Bank (www.ncbi.nlm.nili.gov). 

Die Expression in der Zislzelle untersclneldet sich im Verglelch zur Expression in 
einer Kontrollzelle. In einer AusfDiirungsform des erfindungsgemSlien Verfahrens 
ist die Expression in der Zieizelle im Vergleich zur Expression In einer Kontrolizelle 
erhoht, vorzugsweise mindestens urn elnen Faktor 1,5. In einer besonders bevor- 
10 zugten Ausfuhrungsfbrm Ist die Expression in der Zielzelie im Vergleich zur Ex- 
pression in einer Kontrollzelle um mindestens elnen Faktor 5 eriioht, und ih einer 
am melsten bevorzugten Ausj'Qhrungsform ist die Expression nur in der Zieizelle, 
jedocli nicht in der Kontrollzelle nacliweisbar. 

15 per Begriff „Design von Ribonukleinsaure MoiekQien, die an Ribonuklelnsaure Mo- 
lekule aus Schrltt a) binden und sie funktionell inaktivieren" umfasst im Sinne der - 
vorliegenden ErTindung die VenA/endung von RNA-inaktivierenden-DNA-Enzymen 
(DNAzymen) und/oder Small-lnterfering-RNA (sIRNA), die Ribonukleinsaure Mp- 
lekOle funktionell inaktivieren. 

20 Der Begriff DNAzyme umfasst dabel erflndungsgemSfi DNA-Molekule, die die 
Zlel-Sequenz der Nukleinsaure, sowolil DNA als auch RNA, spezlfisch erkennen . 
und spalten. 

Ein generelles DNAzyme-Modell stellt das „10-23"-Modell dar. DNAzyme des 10- 
23-Modells - auch als „10-23 DNAzyme" bezeichnet - besitzen eine kataiytische 

25 Domdne von 15 DesoxyribonukleinsSuren, welche von zwei Substratbindungsdo- 
mSnen flankiert wird- Die Lange der SubstratbindungsdomSnen Ist varlabel, sle 
. slnd entwedar gissch Oder unterschiedlich lang. In einer bevorzugten AusfOhrung, 
betrdgt die Ldnge der Substratbindungsdomanen zwischen 6 und 14 Nukleotlde. 
Iri einer besonders bevorzugten AusfOhrung sind die Substratbindungsdomanen 

30 vollstandig komplementar zu der Region, die die Spaltstelle flankiert. Um die Zi^i 
RNA zu binden und sie zu spalten, muss das DNAzyme jedoch nicht unbedingt 
vollstandig komplementar sein. In vrtro Untersuchungen zeigen, dass DNAzyme 
des 10-23 Typs die Ziei mRNA an Purin-Pyrimidln Abfoige-Sequenzen spalten. 
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Um die DNAzyme In der Behandiung von Krankheiten zu verwenden, ist es bevor- 
zugt, dass die DNAzyme so gut wie mOglich gegen Degradation im KOrper (im 
Blut. Im intrazelluiaren Milieu usw.) stabilisiert sind. Eine bevorzugte Ausfilhmng 
Ist die Einfuhrung einer 3 '-3 '-Inversion an einem oder mehreren Enden des DNA- 
5 zymes. Der Begriff 3 '-3 '-Inversion bezeichnet eine. kovalente Phosphatbindung 
zwischen den 3'-Kohlenstoffen des terminalen Nukleotlds und des angrenzenden 
Nukleotids. Dieser Typ von Bindung steht im Gegensatz zu der normalen Phos- 
phatbindung zwischen den 3' und 5' Kohlenstoffen von aufelnander folgenden 
Nukleotiden. Dementsprechend wird bevorzugt, dass das Nukleotid am 3'-Ende 

10 der an das S'-Ende der katalyUschen DomSne angrenzenden Substratblndungs- 
domine invers Ist Zusatzlich zu den Inversionen konnen die DNAzyme modifizler- 
te Nukleotide oder Nukleotld-Verbindungen enthalten. Modifizderte Nukieotlde 
beinhalten z<B* N3'-P5'-Phosphoramldat Verblndungen, 2'-0-Methyl- 
Substitutlqnen und Peptid-NukleinsSure-Verblndungen, Ihre Her&tellung ist dem 

15 Fachmann gelaufig. 

Obwohl die potentiellen DNAzyme-Schnittstellen ubiqultar vorkommen, sind diese 
oft durch die sekundare Stmktur der RNA blocklert und somit den DNAzymen un- 
zug^nglich. Daher werden aus einem Pool an DNAzymen diejenigen selektionlert, 

20 • deren Schnlttstellen frei zuganglich sind. Diese selektionierten DNAzyme sind ak- 
tiv, spalten die Ziel-mRNA und inaktivieren sle somit funktionell. Die Effizienz der 
Spaltung der mRNA durch die einzelnen DNAzyme wird entweder durch 
Einzeltestung jedes DNAzymes oder durch gekoppelte Testung mehrerer 
DNAzyme in „Mult|plex-Assays" (beschrleben z. B. in Cairiis et al., 1999) gezeigt. 

25 . . • ■ • 

Der Begriff sIRNA umfasst erfindungsgemsa doppelstrSngige, 21-23 Basen lange 

RNA-IVlolekQIe, die zu einef spezlflschen Degradation der komplementSren Zlel- 

mRNAs sov^^ohl in vitro als auch in vivo fQhren. Es ist dem Fachmann anhand der 

ft 

Llteratur (z.B. http://www.mpibpc.gwdg.de/al3teiiungen/l00/lO5/lndex.html) be- 
30 kannt, ausgehend von der Ziel-mRNA Sequenz siRNA-IVloIekQIe herzustellen. 

Die Wahrscheiniichkeit, dass sich unter drei ausgewahlten siRNA-IVIolekQIen min- 
destens ein hochaktives {Inhibition der Ziel-RNA um mindestens 80%) befindet 
wird in der Literatur mit mindestens 70% angegeben. Es werden aus einem Pool 
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an siRNA-MolekUlen diejenigen selektioniert. die zu einer spezifischen Degenera- 
tion der komplenrtentSreh Ziel-mRNA sowohl in vitro als auch in vivo fQhren. 

Der Begriff ,>Eihbringen der spezifisclien Ribonuklems^ure MolekOle aus Sohritt b) 
5 In Zielzellen" umfasst im Sinne der vorliegenden Erfindung die Transfektion von 
Vektoren, insbesondere Plasmide, Cosmlde, Viren oder Bakterlophagen, die die • 
oben beschriebenen erflndungsgemaiien spezifischen RlbonukleinsSurenriolekQIe 
enthalten, in die Zielzellen. Vorzugsweise sind die Vektoren zur Transformation 
tierischer und humaner Zellen geeignet und erlauben die Integration der erfin- 
10 dungsgemaG»en RibonukleinsauremolekUle. Verfahren zur Tran^ektion wie z.B. 
Lipofektion mittels DMRIE-C der Firma Invitrogen sind dem Fachmann aus der 
Literatur bekannt. Gnjndsatzlich sind dafUr auch liposomale Vektoren geeignet 

• Die ZielmolekOle sind Transkriptlonsfaktoren, Zellen, die Homnone, Zytokine und 
Wachstumsfaktoren sezemleren, aber auch Zellen, die auf der Oberflache der 
15 exprimierte Rezeptoren tragen. 

Als Kontrollzellen inn Sinne der Erfindung warden gesunde Zellen des Zielgewe- 
' bes, typgleiche Zellen aus anderen Kompartimenten desselben Patlenten oder 
auch aus gesunden tndividuen herangezogen. 

Die Kultivienjng der Zielzelle erfolgt In Nahmiedlen, die den Bedtirfnlssen der 
Zielzetle nach pH-Wert, Temperatur, Salzkonzentration, Antibiotika, Vltaminen, 
Spurenelementen und BelQftung entsprechend angepasst sind. 
Der .Begriff Patient bezieht sich gleichermaRen auf Menschen und WIrbeltiere. 
Damit kann das Arznelmlttel In der Human- und Veterin§rmedlzln venwendet wer- 
den, 

Der Begrtff „Formulierung der spezifischen RlbonukleinsSure IViolekQie aus Schrftt 
b) Oder elner Zielzelle aus Schritt c) in einem Aizneimittel" umfasst phamnazeu- 
tlsch akzeptable Komposltionen, die lyiodifikationen und "Prodrugs" beinhalten, 
sofern sie nach zuveriassiger medizinischer Beurteilung kelne Qberma&ige Toxlzl- 
tat, Irritatlonen oder allergische Reaktionen am Patienten auslosen. Der Terminus 
"Prodrug" bezieht sich auf Verfaindungen, die zur Verbesserung der Aufnahme 
transformiert warden, wie beispielsweise durch Hydrolyse Im Blut. 
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Bevorzugter welse erm5glicht die Formulienjng, dass die spezifisclien Ribonuk- 
leinsaure MolekQIe den Patienten in Fomn einer pharmazeutiscin akkeptabten 
Komposltion entweder oral, rektal, parenteral, intravenSs, intramuskular oder sub- 
kutan, Intracisternal, Intravaglnal, Intraperitoneal, intrathekal, intravascular, lokal 
b (Puder,. Salbe oder Tropfeh) oder In Sprayfomn verabrelcht werden. 

Doeierung&fbrmen fOr die 6rtliche Administration des Arzneimittels dieser Erfin- 
dung schlielien Salben, Ruder, Sprays Oder Inhalatlonsmittel ein. Die aktlve Kom- 
ponente wird unter sterilen Bedlngungen mit einenn physlologisch akzeptablen 
Tragerstoff und mOglichen Presen/ativen, Puffem oder Treibmittqinje nach Be- 
darf, vermischt. 

Die Art der Dosierung wird vom behandelnden Arzt entsprechend den klinlsohen 
Faktoren bestimnnt. Es ist dem Fachmann bekannt, dass die Art der Dosierung 
von verschiedenen Faktoren wle z.B. K5rpergr6(ie, Gewiclit, Korperoberfiaclie, 
Alter, Geschlecht oder der allgemeinen Gesundlieit des Patienten abhangig ist, 
aber auch von dem speziell zu verabreichenden Mittel, der Dauer und Art der 
Verabreichung und von anderen Medikamenten, die mdglichenArelse parallel ver- 
abrelcht werden, 

20 Das m'rt dem erfindungsgemaiien Verfahren hergesteilte Arzneimittel welst eine 
hohe Patienten-, Krankheits-, Stadlen- bzw. Phasenspezlfitat auf. Es bewlrkt elne 
Zell-spezifische Intervention und 1st spezlflsch fOr Kompartimente und Organe. Es 
entstehen keine Oder nur sehr gerlnge Reaktlpnen des Immunsystems gegen das 
Arzneimittel, und das Nebenwirkungsprofil steht In einem akzeptablen Verhaitnls 

• 25 zu Schweregrad, Prognose und Verlauf der Erkrankiing. 
Das Arzneimrttel kann zur Theraple gegen samtliche Erkrankungsgruppen, die mIt 
chronlschen EntzQndungen elnhergehen, wie z,B. Autoimmunerkrankungen, Er- 
krankungen des rheumatlschen Formenkreises (Manifestatlonen an u. a. Haut, 
Lunge, Niere, Gefaiisystem, Nervensystem, Bindegewebe, Bewegungsapparat, 
30 Endokrinem System), Allerglsche Soforttypreaktionen und Astl^ma, Chronisch- 
obstruktive Lungenerkrankungen (COPD), Arterioskierose, Psoriasis und Kontakt- 
ekzem sowie gegen chronische AbstcBungsreaktionen nach Organ- und Kno- 
chenmarkstransplantation angewendet werden. 
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Ausfuhrungsbeispidle 

BeispieM: GATA-3 

5 a) Identiffkation von Ribonukieinsaure Molekulen, deren Expression In einer 
Zlelzeile sich im Vergleich 2ur Expression einer Kontrolizelle unterscheidet 

I) Als Zlelzellen werden die fOr die Entstehung von chronischen EntzOndungsreak- 
tlonen verantwortllchen naiven CD4* Zellen venwendet 

II) Die 004* Zlelzellen werden Qber Magnetic Beads (FInna Mitenyl (Macs- ' 
System) Dynal (DynaBeads) oder BD-Blosclehce (IMAG) isoll?rt, altemativ mittels . 
Fluores2:enz-markierter Antik6rper an Zellsortem beispielsweise der FIrmen Cyto- 
mation (MOFLO) oder BD-Blosclence (FACS-Vantage). 

ill) isollerung der RNA erfolgt nach Standard-Methode, siehe Sambrook and Rus- 
sell, Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 3. Auflage, Cold Spring Harbor 
Laboratory (2001), New York und Ausubel et al., Cun-ent. Protocols in Molecular 
Biology. John Wiley & Sons (1998),. New York. 

Alternativ wird ein RNeasy Kit der FIrma Qiagen venwendet, oder es erfolgt dlrekte 
Isolienjng der mRNA aus CD4+Zlelzellen mit Oligotex mRNA Kit der Firmen Qia- 
gen nach Herstellerangaben. 

fv) Die Identifizlerung von mRNAs, die differentiell unterschiedlich sind, d.h. 
mRNAs, deren Expression in der Zlelzeile gegenuber der Kontrolizelle erhOht 1st, . 
erfolgt mittels Genchips (z.B. MWG, CLONTECH)!. und die Identifizlerung der dlf- 
ferenzlell exprimierten Gen© mittels Vector Xpression Programm der FIrma Infor- 
Max. . 
Fllter-Hybrldlslemngsverfahren (z. Bsp.* Unigene) nach Herstellerangaben. Der 
Isollerung der differenzlell exprimierten Gene schlieBt s5ch Klonierung, Sequenzle- 
rung (nach Standgrdvorschrlften slehe z.B. Sambrook and Russell, Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, 3. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory (2001) 
und der Sequenzabglelch In der Gene-Datenbank (www.ncbi.nlm. nih.gov) an. 
Die Expression von GATA-3 unterscheidet sich In der Zlelzeile (TH2-Zelle) im 
Verglelch zur Expression in einer Kontrolizelle (beispielsweise ThO-Zelle). 
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7. 





b) Design von spezifischen RIbonukleinsaure Molektilen, die an Ribonuk- 
ieinsSure MolekQle aus Schritt a) binden und sie funktionell inaktivieren 

b Figur 3 zelgt den erfindungsgemSISen Pool hgd 1 bis hgd 70 an spezifischen 
DNAzymen gegen GATA-3 mRNA. Die DNAzyme welsen efne GesamtlSnge von 
33 Nukleotiden auf, wobei die zentrale katalytlsche Dpm§ne 1 5 Nukleotiden (In 
klelngeschriebenen Buchstaben) der katalytischen DomSne des bekannten 1 0-23 
DNAzyme (Figur 2) entsprlcht. Diese katalytlsche Domflne wlrd von zwel aus je- . 
10 wells 9 Nukleotiden bestehenden rechten und llnken SubstratblndungsdomSnen 
(in groRgeschriebenen Buchstaben) flanklert. Die Nukleotidsequenz der rechten 
und linken Substratbindungsdomane 1st unterschiedlich und varliert bei den 
DNAzymen hgd 1 bis hgd 70, so dass elne unterschiedlich spezifische Bindung 
mlttels Watson-Crick Paarung an die GATA-3 mRNA erfolgt. • 

15 

- Figur 2 zeigt das allgemeine Modell zur Bindung des 10-23 DNAzyme an eine mit 
N markierte beliebige Ziel RNA, wobei der Pfell auf die Spaltstelle in der Ziel 
mRNA hinweist. 

DNAzyme konnen die Ziel-mRNA zwar an jeder Purin-Pyrimidin Sequenz spalten, . 
2 0 aus der Literatur ist jedoch bekannt. dass Purin-Uracil-Bindungen effektlver ge- 
spatten werden als Purin-Cytosin-Blndungen. Deshalb werden vorzugswelse 
DNAzyme konstmlert, die an Purin-Uracll-Blndungen spalten. 
Das In Figur 2 gezelgte Modell kann In seiner Funktionswelse auf die Bindung der 
DNAzyme hgd 1 bis hgd 70 an GATA-3 mRNA Qbertragen werden. 

25 

Die DNAzyme hgd 1 bis hgd 70 werden fOr In vitro Versuche unmodifiziert einge- 
setzt, fQr Versuche in Zellkultur mit l^odiiRkationen versehen (kauflich erworben 
. durch Firma Eurogentec). 
Als Modifikatlonen zur Stabilisiemng und Schutz: werden eingesetzt: 
30 1) Eln stabillsierendes Inverses Thymidin am 3'-Ende 

2) elne FAM-iVlarklerung am 5'-Ende zur Beurteilung der Transfektionseffizienz 
derZellen mlttete FACS-Analyse. 
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Urn die DNAzyme in vitro zu testen, wird GATA-3 mRNA bendtigt. die durch in 
vitro Transkription hergestellt wird. Die einzeinen Schritte sind wle folgt: 
- RNA-lsolierung aus humanem EDTA-Vollblut mittels QlAamp-RNA-Blood-Mlnl- 
Kit (Qiagen, Deutschland) nach Herstellerangaben 
5 reverser Transkription mit den Primern: 

Forward-Primer GQCGCCGTCTTGATACTTT 

Revers-Primer CCGAAAATTGAGAGAGAAGGAA, wobel ein PCR-Produkt mit 
elner LSnge von 2731 Nukleotlden amplifiziert wird (JumpStart Accu Taq DNA Po- 
lymerase, Sigma). 

10 PGR Bedingungen: Initiate Denaturlerung (96°C, 30 Sek.) Amplifikation mit 40 
Zyklen (94"C, 15 Sek.; 48*C, 30 Sek; 68^0, 3 MIn.), Final Exlention 30 
Min).. . ' 
Das PCR-Produkt wind mittels Standardverfahren in das Plasmid pCR2.1 (Invitro- 
gen) kloniert und zur Oberpnjfung sequenziert. Die Herstellung von GATA-3 
15 mRNA erfolgt nach Linearisieruhg des GATA-3 enthaltenden Plasmids pCR2.1 
• durcli Spaltung mit dem Restriktionsenzym Spe / durcli in vitro Transkription hach 
Herstellerangaben (Ambion). GATA-3 mRNA llegt mit elner Lange von insgesarnt 
2876 NuklBotiden von 

20 Figur 4 zeigt die bekannten Nukleotidsequenzen humaner GATA-3-Gene aus Da- 
tenbankeintragen [PubMed {http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ entrez/query. 
.fcgi7dt}=Nucleotide}], wobei divergente Basen grau unterlegt sind. Sequenz 1: 
Humanes GATA-3 aus Datenbank Nr.: XM_043124, Sequenz 2: Humanes GATA- 
3 aus Datenbank Nr.: X58072r Sequenz 3: Humanes GATA-3 (isollert aus Plasmid 

• 25 pCR2.1). 
Die GATA-3 mRNA Sequenzen unterscheiden sich bezOgllch der LSnge der 3'- 
untranslatierten Oder 5'- untranslatlerten Enden voneinander. Um die exakte Ge- 
samt-Sequenz der mRNA zu erhalten, warden zur Primerselektion die mRNA Se- 
quenzen der Eintrage Nr.: XM_043124 und X58072 verwendeL Die Primerlokali- 
30 sationen fCir die Klonierung von GATA-3 sind in Figur 4 als Unterstreichung her- 
vorgehoben. Figur 4 zeigt weiterhin eln Alignment der NukleinsSuresequenz von 
GATA-3 aus der Datenbank (Sequenz 1 und 2) mit der aus Plasmid pCR2.1 se- 
quenzierten Nukleotidsequenz (Sequenz 3). Dabei zeigt sich. dass die Sequenzen 
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nicht vollkommen Identlsch, sondern einzelne Basen unterschiedllch slnd. Die 
Nukleinsauresequenz 3 von GATA-3 aus Figur4 bildeterfindungsgemaii die 
Grundlage fQr die Konstmlction von DNAzymen gegen GATA-3 mRNA. . 

5 Figur 4 A zeigt die Nukleotidsequenz der Sequenz 3 des humanen GATA-3-Gen 
aus Figur 4 und darin als graue Hlnteriegung eingezeichnet jeweils zwel Nukleoti- 
de GT bzw. AT, zwisciien denen weltere potentielle Scrinlttstellen fQr DNAzyme 
liegen. 

10 Die in vitro Spaltungsexperimente von GATA-3 mRNA mlt den DNAzymen (hgdl- 
hgd70) werden in einem Volumen von 10 yl folgender Reaktionszusammenset- 
zung durchgefuhrt: 50 mM Tris pH 7^4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCb. 0,25 \iM 
DNAzyme und 0,025 pM in vitro transkriblerte GATA-3 mRNA (in einem Substrat 
zu DNAzyme Verhaltnis von 1:10). Die Reaktionen werden bei SZ'^C fur die jeweils 

15 angegebenen Zeiten inkubiert, Durcln die Zugabe von Formamid- und EDTA- 
haltigem RNA-Sample-Loading-Buffer (Sigma) wird die Reaktion gestoppt. Die 
denaturlerten Proben werden In 1,3 %igen TAE-Agarose-Geien aufgetrenrit und 
Im UV-Transllluminator anaiysiert. 

Figur 5 zeigt als Ergebnis der Gelelel<tropliorese die Spaltung der GATA-3 Ziel- ' 
.2 6 mRNA mlt nicht modifiziertem DNAzyme [hgd1 1 (Spur 2), hgd1 3 (Spur 4), hgdIT 
(Spur 6), hgd40 (Spur 8)] und modlfizlerten DNAzymen [hgd1 1 -M (Spur 3), hgd1 3- 
M (Spur 5), hgd17-M (Spur 7). hgd40-M (Spur 9)]. Spur 1 enthalt als Kontrolle 
mRNA ohrie DNAzym-Zugabe. Die modifizlerten DNAzyme sind mft einem zusatz- 
llclien M gekennzelchnet. Bin mItgefQiirter Langenstandawl (nicht dargestellt) zeigt 
25 . BandengrOfien von 1000 bp, 2000 bp und 3000 bp, Pfeile zelgen auf S, die Bande 
mlt dem Substrat ( hier GATA-3-mRNA) und die Spaltprodukte PI und P2. 

. • Der Vergleich zwischen alien 70 DNAzymen zeigt, dass hgdil, hgd13. hgd17 und 
hgd40 besonders aktlv sind, die lyiodifikationen die Effektivitat der DNAzyme 
30 ligdil. hgd13 und hgd17 herabsetzt. nicht jedoch die Effektivitat des DNAzymes 
hgd40. 

Die folgende Tabelle zeigt die Einteilung der DNAzyme hgd 1 bis hgd 70 gegen 
. GATA-3 mRNA in 4 Gruppen. Diese Gruppenelnteilung erfolgt aufgrund durchge- 
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fOhrter in-vrtro AktivitStstestungen der DNAzyme gegen GATA-3 mRNA. Gaippe 1 : 
hohe Spaltungsaktivitit, Gruppe 2: mittlere Spaltungsaktivitat. Gruppe 3: schwa- 
che Spaltungsaktivitat und Gruppe 4: keine messbare Spaltungsaktivitgit 




10 



15 




20 



Gruppe 


hgd 


Aktivitat gegen GATA-3 mRNA 


. 1 


11,13,17,40 


l-iohe Spaltungsaktivitat 


2 


10, 12. 16. 18, 23. 31, 36, 37, 39, 
52, 57. 58. 63, 70 


Mittlere Spaltungsaktivitat 


3 


22. 24. 25. 34. 35. 41 . 42, 43, 45, 
46, 47, 48, 49, 50, 54, 55. 56, 57 


Schwache Spaltungsaktivitat 


4 


1,2.3.4. 5. 8.7.8.9,14.15,19, 
20. 21. 26. 27. 28. 29, 30, 32, 33, 
38, 44, 51, 53, 59. 60, 61. 62, 64, 
65, 66, 67, 68, 69 


Keine Spaltungsalctivitat 



c) Einbrlngen der spezifischen RibonuklelnsSure Molekule aus Schriit b) in 
Zlelzellen 

Die hoch aktiven DNAzyme hgd11, hgd 13, hgd17 und hgd40 werden mit und oh^ 
ne die beschriebenen Modifikationen in Zielzellen ven/vendet. 

Dazu werden Jurkat E6.1 Zellen (human acute T cell leukemia Cells) im RPMI- 
Mediunri mit 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin und 10% FKS bei ST'C In 
befeuchteter 5 %iger COz-Atmosphare kultivtert. Die Transfektionen werden in 6- 
Wellplatten durchgefQhrt. HierfQr werden 2x10^ Jurkat E6,1 Zellen in Opti-MEM-I- 
Zellkulturmedlum (Invltrogen) uberfuhrt und mittels DMRIE-C (Invitragen) mit den 
modifizierten DNAzymen (0,3 pM) transfiziert (nach Herstellerangaben der Firma 
Invitrogen). Nach 10 Stunden Inkubation tm Brutschrank unter obigen Bedingun- 
gen wird RPMI-Medium (mit den oben angegebenen Zusatzen) hinzu gegeben 
und die Inkubation fQr weitere 14 Stunden fortgesetzt. Die Zellen werden mit Opti- 
MEM-Medium gewaschen und anschliellend erneut nach dem oben beschriebe- 
nen Protokoll transfiziert. Nach jeder Transfektion wIrd die Transfektlonsefflzlenz 
mittels FACS-Analyse beurteilt. 
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AnschlieRend wird die Aktivitat der DNAzyme durch Nachweis der GATA-3 
Protelnmenge im Westemblot QberprQft (siehe Figur 6). 

Fur Westernblot-Analysen warden die zytoplasmatischen Proteins und die Kem- 
5 proteine mittels Protein-Extractlon-KIt nach Herstellerangaben (Pierce) getrennt 
aufgearbeitet. Die Proteinkonzentration wird mit dem BCA-Kit (Pierce) bestimmt 
Die Auftrennung von jeweils 30 yg Protein erfolgt mittels denaturierender Gel- 
Eleldrapliorese in 10 %igen SDS-Polyacrylamide-Gelen. Die Proteine werden an- 
schlie&end nach Standardverfaliren auf Nitrocellulose-Membranen geblottet Die 
10 Membranen werden nriit 5 % Magenmilchpulver in PBS (mit 0,01 % Tween 20). ge- 
blockt und anschliefiend mit IVlaus-Anti-GATA-3 Antll<6rpern (Santa Cruz) (1^500) 
und darauf folgend mit HRP-gel<oppelten Maus-Anti-Kaninciien Antikorpern-(BD 
Biosciences) (1:2000) fOr jeweils eine Stunde bel Raumtemperatur inkublert. Die 
Proteine werden mittels Chemilumineszenz visualisiert. Durch den parallelen 
15 Nachweis von Beta-Aktin auf den Blots werden Variationen in der Protein- 
Auftragsmenge kpntrolliert. DafQr wird auf der Nltrozellulose-lViembran zuersf GA- 
f A-3 detektiert. AnschlleBend wird dleselbe l\4embran Qber Nacht in einer feuch- - 
ten Kammer belassen. Nach 2 maligem Waschen mit PBS erfolgt der Nachweis 
von p-Al^tin durch Immunfarbung mit spezlfischen Antikfirpem (IVIaus-antl-Human 
20 Beta-Aktin Antlkorper (Sigma)). 

Figur 6 zelgt das Resultat des Inimunblot mit dem Ergebnis der Aktivitat der DNA- 
zyme in Zellen. Jurkat E6.1 Zellen werden mittels Lipofektion mit DNAzymen 
(Spur 4=hgd1 l-IVI, Spur 5=hgd13-M, Spur 6=hgd17-l^. Spur 7-hgd40-M) transfi- 
ziert. Als Kontrollen werden nicht behandelte (Spur 1), nur mit Transfektlonsmedl- 

• 25 um (Spur 2), beziehungsweise mit DNAzymen ohne Transfektlonsmedium (Spur 
3) behandelte Zellen eingesetzt. Nach 48h Inkubation werden die solubilisierten 
Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und GATA-3 (A) durch immunblot mit 
speziflschen Antikorpem detektiert, Um zu bestatigen, dass In jeder Spur die glei- 
che Menge an Protein eingesetzt wird, erfolgt auf der gleichen Blot-Membran eine 
30 Immunfarbung mit p-Aktin (B). Ein mItgefQhrter Langenstandard (nicht dargestellt) 
zeigt Proteinbanden der Graiie 63,8 kDa, 49,5 kDa und 37,4 kDa. 
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Es zeigt sich, dass die DNAzyme hgd11, hgd13 und hgdlT in vivo nicht aktiv sind, 
wohingegen das DNAzyme hgd40 die GATA-3 Expression auch In vivo inhlbiert. 
Die spezifisciie Inhibition der GATA-3 Expression in vivo durch das DNAzyme 
Iigd40 stellt somit ein effelctives therapeutlsches Werkzeug. zur Behandlung von 
5 chronisoh entzUndlichen Erkrankungen dar. 

d) Formulierung der spezifischen Ribonukleinsaure aus Schritt b) und/oder 
einer Zielzelle aus Schritt c) in einem Arzneimlttel 

10 - 

Die Analyse verschiedener DNAzyme mlt for GATA-3 spezifischer Substratbinde- 
domSine zeigt» dass DNAzyme hgd40 die GATA-3 Expression in vivo spezifisch 
inhibiert und als spezifische Ril^onukleinsSiure zur Herstellung eines Zell- 
und/oder Gewebe- und/oder Kranl<heitsphasen-spezifischen Arzneimittels.geeig- . 
15 net ist. Dazu wird hgd40 (S'-GTGGATGGAggctagctacaacgaGTCTTGGAG) Oder 
mit hgd40 transfizierte Zellen in einer pharmazeutischen Komposition mit einem 
pharmazeutisch alczeptablen Carrier beispielsweise Liposome oder bioabbaubare 
Polymere yersehen. 

20 Alternativ zu den DNAzymen wird zur spezifischen Inhibition der GATA-3 Expres- 
sion und zur Herstellung eInes Zell- und/oder Gewebe- und/oder Kranlcheitspha- 
sen-spezifischen Arzneimittels der Einsatz von zu siRNA vorgeschiagen. 
VorzugswBise wird siRNA zur Inhibition von Maus und humariem GATA-3 einge- 
setzt. Die (Herstellung der sIRNA ist dem Fachniann bel<annt und in der Literatur 

25 beschrieben- Belspiele fOr sIRNA Sequ,enzen sind unten aufgefOhrt: 



Quelle 


Nukleinsauresequenzen 


Maus GATA-3 


Sense-Strang: CAUCGAUGGUCAAGGCAACdTdT 
Antisense-Strang: GUUGCCUUGACCAUCGAUGdTdt 


Humane GATA-3 
Sequenz 1 


Sense-Strang: CAUCGACGGUCAAGGCAACdTdT 
Antlsense-StrangiGlJUGCCUUGACCGUCGAUGdTdT 
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td1 bis td78, so dass eine unterschiedlich spezlfische Bindung mittels Watson- 
Crick Paanjng an die T-bet mRNA erfolgt. 

Da aus der LIteratur bekannt 1st, dass DNAzyme die Ziel-mRNA an Purin-Uracil- 
Bindungen effekliver spalten als Purin-Cytosin-Bindungen, warden vorzugsweise 
5 DNAzyme konstruiert, die an Purin-Uracil-Bindungen spalten. 

Das in Flgur 2 gezeigte Mcdelt kann in seiner Funktiqnswelse auf die Bindung der 
DNAzyme td1 bis td78 an T-bet mRNA Qbertragen werden. 
Die DNAzyme td1 bis td78 werden fur in vitro Versuclie unmodifiziert eingesetzt, 
fOr Versuche In Zeilkultur mitfDr GATA-3 genannten Modifikationen verselien. 
10 . • . 

Zur Darstellung der Spaltungseigenscliaften der DNAzyme und funktionellen Inak- 
tlvlerung der Ziel mRNA der T-bet mRNA erfbigt In vitro Transkriptlon der T-bet- 
mRNA aus humanem EDTA Vollblut mittels QIAamp-RNA-Blood-Mini-KIt (Qlagen, 
Deutscliland) nacli Herstellerangaben. 
15 Figur 8 zeigt die Nukieotidsequenz von humanem T-bet» wie es der Dateiibankein- 
tragen [PubMed (http://www.ncbi.nlm,nih.gov/ entrez/query. fcgl?db=Nucleotide)l 
Nr.: N!VI_013351, Sequenz 1 zu entnelnmen ist. 

Die reverse Transkriptlon erfolgt mit dem Fpnvard-Primer CGGCCCGCTGGA- 
GAGGAAGC und Reverse-Primer CACACACCCACACACAACC nacli Standard- 
20 vorsclirlfl (ThermoScripfvon Invitrogen), wobei ein PCR-Produkt mit elner LSnge 
von 2450 Nukleotlden ampliflziert wird. Dieses PCR-Produkt wird mittels Stan- 
dardverfahren in das Plasmid pBiuescript-SK (Stratagene) kloniert und zur 
OberprQfung sequenzlert. 

Figur 8 zeigt einen Vergieich der NuWelnsSuresequenz von T-bet Nr.: NM_013351 

• 25 (Sequenz 1) und sequenzierter Sequenz (Sequenz 2). Dabei zeigt sich das beide 
Sequenzen nicht vollkommen identisch sind, sondern einzelne Basen ausge- 
tauscint sind. Die NukleinsSuresequenz 2 von T-bet aus Flgur 8 bildet in dieser 
Erflndung die Grundiage fOr die Konetnjktion von DNAzymen gegen T-bet mRNA. 

30 Figur 8 A . zeigt die Nukieotidsequenz der Sequenz 1 des humanen T-bet-Gen aus ' 
Figur 8 und darin als graue Hinterlegung efngezeichnet Jewells zwei Nukleotide GT 
bzw. AT. zwlschen denen weltere potentielle DNAzym-Schntttstellen llegen. 
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Die Herstellung von T-bet mRNA erfolgt nach Linearlsierung des T-bet enthalten- 
den Plasmids pBluescript-SK durch Spaltung mit dem Restriktionsenzym Xba I 
(Fermentas) und durch in-vitro-Transkription nach Herstellerangaben (Ambion). T- 
bet mRNA liegt mIt einer Lange von Insgesamt 2550 Nukleotiden vor. 

5. " 

Die in vitro Spaltungsexperlmente von T-bet nriRNA mit den DNAzymen (td1 bis 
td78) wenden entsprecliend den Angaben zu. GATA-3 durchgefOiirt und analysiert. 
Figur 9 zeigt als Ergebnis der Geleielctiophorese die Spaltung der T-bet Ziei- 
mRNA mit modifizierten DNAzymen [td64-iy/l (Spur 3), td69-IVI (Spur 4). X.670-U 
1 0 (Spur 6)]. Spur 2 enthait als Kontrolle T-bet Ziei-mRNA oline DNAzym-Zugabe. 
Ein mitgefQlirter LSngenstandard (Spur M) zeigt Bandengrolieh von 2000 bp und 
3000 bp. Pfeile zeigen auf A, die Bande mit dem Substrat (tiler T-bet mRNA) und 
auf B eines der belden Spaitprodul<te (das andere Spaltprodulct ist auf dieser Ab- 
biidung niciit zu sehen). • 

15 

' Der Verglelch zwischen alien 78 DNAzymen zeigt, dass td54, td69 und td70 be- 
senders aktiv sind, die Modifikationen die EffektivitSt der DNAzyme night herab- 
setzen, 

Dle folgende Tabelle zeigt die Einteilung der DNAzyme td 1 bis td 78 gegen t-bet- 
20 3 mRNA in 4 Gruppen. Diese Gruppeneinteilung erfolgt aufgrund diircligefulirter 
In-vitro Al^lvitatstestungen der DNAzyme gegen t-bet mRNA. Gmppe 1: hohs 
Spaltungsaktlvttat. Gnjppe 2: mittlere Spaltungsaktivitat, Gruppe 3: scliwaclie 
Spaltungsaktivitat und Gruppe 4: keine meesbare Spaltungsaktivitat 




25 



Gruppe 


td 


Aktivitat gegen t-bet mRNA 


1 


54; 69, 70 


Holne Spaltungsalctivitat 


2 


21 , 24, 28, 29, 30, 45, 71 . 72. 77. 78 


Mittlere Spaltungsal<tivitat 


3 


13. 19, 22. 23. 25. 27. 31 , 32, 44, 46, 
47. 48, 50, 51, 53, 55, 56, 57, 58, 
60,61.62. 65, 67,68, 73.74.75 


Schwache Spaltungsat<tivit3t 


4 


1,2,3.4.5,6,7,8,9,10,11,12,14.15,16,17.1 
8.20,26, 33. 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 
41 , 42, 43, 49, 52, 59. 63. 64. 66. 76 


Keine SpaitungsalctlvitSt 
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c) Einbringen der spezlfischen Ribonukieinsaure Molekule aus Schritt b) in 
Zielzeilen 

Die DNAzyme td54, td69 und td70 werden mit und ohne die beschriebenen Modi- 
fikationen In Zielzeilen venwendet Die Angaben zur Transfektlon von Jurkat E6.1 
5 Zellen entsprechen denen zu dem AusfQhrungsbeisptel GATA-3. 

Nach der Transfektlon von Jurkat E6.1 Zellen wird die T-bet-mRNA Menge relativ 
2U GAPDH-mRNA Expression mittels Real-Tlme-PCR (LIghtCycler, Roche) quan- 
titatlv bestimmt, urn Aussagen Qber die in vitro Effektivitat der DNAzyme zu erhal- 
ten. 

10 FQr LlghtCycler-Analysen wIrd die RNA aus den Jurkat E6.1 Zellen mittels RNeasy 
Mini Kit (Qiagen, Deutschland) gerelnigt und nachfolgend photometrisch normali- 
slert. Nach reverser Transkription mIt Superscript II (Gibco) laut Herstelleranga- 
ben. folgt die quantitative Analyse derT-bet- und GAPDH-mRNA im LightCycler. 
Das Gesamtvolumen fur die PGR ist20Ml, darin.enthalten slnd 1pl DNA, je 1pl 

15 (0,6pM) Sense- und Antisense-Primer sowle 10^1 QuantfTect-SYBR-Green-PGR- 
Master-Mix (Qiagen, Deutschland). Die verwendeten PGR-Primer fur T-bet sind: 
Sense 5'-CCCACCATGTCCTACTACCG-3'; Antisense 5'- 
GCAATCTCAGTCCACACCAA-3\ Die PGR-Primer fOr GAPDH sind: Sense 5'- 
TCTTCTTTTGCGTCGCCAG-3' und Antisense 5'-AGCCCCAGCCTTCTCCA-3'. 

20 Die PGR Konditlonen slnd: Denaturierung (I5min 95"C), Amplifikatlon (1 5sec 
95**C, 25sec 59°C, 25sec 72°C von 50 Zyklen) dann Finai-Extentlon 2mln 72**C. 
Die anschlie&ende Schmelzkurve wIrd folgenderma&en generiert: Osec SS^'C, 
15seo 60"C dann wIrd die Temperatur In 0,2-0 Schritten erheht auf 97*C, gleich- 
zeitig wird kontlnuieriich die Fluoreszenz gemessen. Die Schmelzkurve dient der 

25 intemen Kontrollep da alle PGR-Produkte eine spezifischa Schmeiztemperatur ha- 
ben. 

SYBR-Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff (enthalten im QuantiTect SYBR Green 
PGR Master Mix), der an doppelstrangige DNA bindet Wenn wahrend der Exten- 
sion die DNA verdoppelt wird, bindet SYBR-Green daran und generiert ein bin- 
3 0 dungsabhSngiges Fluoreszenzsignal, welches vom LightGycler am Ende jeder Ex- 
tiension detektlert wird. Je hGher die Menge an Ausgangsmaterial, desto frDher 
wird die signiflkante Erhohung der Fluoreszenz detektiert. Die LightGycler Soft- 
ware stellt gesammelte Fluoreszenz-lntensitaten gegen die Zyklen graphisch dar. 
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In der Flgur 10 sind T-bet- und GAPDH-mRNA LIghtCycler Amplifikationskurven 
nach der Behandlung von Jurkat E6,1 Zellen mit den DNA^yme td54m, td69m und 
td70m Im Verglelch zu Nonsens-DIMA2ym behandelten, dargesteltt. 
Der jeweillge ^Crossing Point" (Ct), definiert als der PCR-Zyklus, bei dem sich dfe 
5 Fluoreszenz zum erstmals signifikant von der HIntergrund-Fluoreszenz unter- 
scheidet, v^fird manuell mit der Fit-Point Methode der UghtCyder Software be- 
stimmt. Die relative Quantifiziemng von T-bet- und GAPDH-mRNA in mit DNAzy- . 
men behandelten Zellen im Verglelch zu Nonsense-DNAzym behandelten Zellen 
wird nach der im User Bulletin #2 (ABl Prism 7700 Sequence detection System 
.10 User Bulletin #2 (2001 ) Relative quantification of gene expression http://docs. ap- 
plledbiosystems. com/peblodoca/04303859.pdf) beschriebenen Anieitung durch- 
gefuhrt. Dabel werden die Menge an T-bet-mRNA aus dem Kontrollversuch gleich 
100% gesetzt. Die Daten der relativen Quantifizierung sind in der Figur 1 1 gra- 
phisch dargestellt. 

15 im Verglelch zur Nonsense-DMAzym Behandlung zeigt sich, dass das td69m- 
DNAzyme zu einer Suppression von 81,3% und das td70m-DNAzyme zu einer 
Suppression von 81,0% fUhrt, wphingegen das td54m-DNAzym keinen suppressi- 
ven Effekt auf T-bet mRNA hat 

Das bedeutet, dass das td54m-DNAzym in vivo nicht aktiv ist, wohlngegen td69m-. 
2 0 und td70m-DNAzyme auch im zellulSren Milieu die. mRNA von T-bet Inaktlveren. 
Die spezifische Reduktion der T-bet mRNA in vivo durch die DNAzyme td69m und 
td70m stellt somit ein effektives therapeutisches Werkzeug zur Behandlung von 
chronisch entzQndlichen Erkrankungen dar. 

d) Forrnulierung der spezifischen Ribonukleinsaure aus Schritt b) und/oder 
einer Zlelzelle au9 Schritt c) in einem Arzneimittei 

Die Analyse verschiedener DNAzyme mit fQr T-bet speziflschep Substratbinde- 
30 dom^ne zeigt, dass DNAzyme td69 und td70 die T-bet Expression in vivo spezi- 
fisch inhlbieren und als spezifische Ribonukleinsaure zur IHerstellung eines Zell- 
und/oder Gewebe- und/oder Krankheitsphasen-spezlfischen Arzheimittels geeig- 
netsind, 
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Dazu wird td69 (GGCAATGAAggctagctacaacgaTGGGTTTCT) Oder td70 
(TCACGGGAAggctagctacaacgaGAACTGGGT) oder mit td69m bzw. td70m trans- 
fizierte Zellen In einer pharmazeutischen Komposltion mit einem pharmazeutisch 
akzeptablen Carrier beispieisweise Liposome oder bioabbaubare Polymere ver- 
5 sehen. , . 

Alternativ zu den DNAzymen wIrd zur spezifischen Inhibition der T-bet Expression 
und zur Herstellung eines Zeli- und/oder Gewebe- und/oder Krankheitsphasen- 
spezifischen Arzneimittels der Einsatz von slRNA vorgeschlagen. 
10 Vorzugsweise handelt es sich um siRNA zur Inhibition von humanem T-bet. Die 
Herstellung der siRNA ist dem Fachmann bekannt und in der Literatur beschrie- 
ben. Ein Beispiel fur.sIRNA Sequenzen: 



Quelle 


Nukieinsauresequenzen 


Human T-bet 


Sense-Strang: UGAGCACCAGACAGAGAUGdTdT 
Antisense-Strang: CAUCUCUGUCUGGUGCUGAdTdT 



Dem Fachmann Ist erslchtlich, dass mit derh Wissen der voriiegenden ErRndung 
auch leicht spezlfische DNAzyme bzw. siRNAs als Arzneimittel bel chronisch ent- 
zundlichen Erkrankungen und Autojmmunerkrankungen herstellbar sind» die ge- 
gen weltere Transkriptlonsfaktoren gerlchtet sind, die eine Roile bel der Dlfferen- 
zierung zu TH1- bedehungswelse TH2-Zellen spielen , beisplelswiese STAT4, 
STATSa, STAT1, o-Rel, CREB2, ATF-2, ATF-2, Hlx. IRF-I , c-Maf, NFAT, NIP45, 
AP1, Mel-18, SKAT-2, CTLA-4 oder die gegen weitere Faktoren der Slgnaltrans- 
duktionswege zur Differenzierung und/oder Expression von Zytokihen gerichtet 
sind; beisplelsvi^eise Src kinase. Tec kinase, RIk (Txk Im Menschen), Itk, Tec. 
RIBP, PLCy, MAP kinase. ERK, JNK, P38, MKK. MKK1, MKK2, MKK3, MKK4, 
MKK6, MKK7. Rac2, GADD45, GADD45P, GADD45Y, SOCS, CIS, SOCS1, 
SOCS2, SOCS3, JAK, JAK1. JAK3. NIP45. 

DIese Protelne weisen eine Expression auf, die in einer Zlelzelle im Verglelch zur 
Expression einer Kontrollzelle erhOht ist. 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur Herstellung eines Zell- und/oder Gewebe- und/dder 
Krankheitsphasen-spezifischen Arzneimittels, 
gekennzeichnet durch die Schritte, 

a) Identlflkatlon von Rlbonuklainsaure-MolekCilen, deren Expression sich 
in elner Zielzelle im Verglelch zur Expression elner Kontrollzelle unter- 
scheidet 

b) Design von spezifischen Ribonukleinsaure-MolekUlen, die an Ribo- 
nukleinsaure ly/lolekQle aus Schritt a) binden und sle funktionell inaktivie- 
ren * • 

c) Einbringen der spezifischen RibonukleinsSure-MolekQle aus Schritt b) 
in Zielzellen 

d) Fornnulierung der spezifischen Ribonukleinsaure-Molekule aus Schritt 
b) und/oder elner Zielzelle aus Schritt c) In einem Arzneimittel 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch dass 
die Zielzelle eine Zelie ist, die Transkriptionsfaktoren und/oder IHormone. 
und/oder Zytokine und/oder Wachstumsfaktoren sezemiert und/oder 

20 charakteristlsche Oberfldchenrezeptoren aufweist 

3. Verfahren gemSa Anspmch 1 gekennzeichnet dadurch dass 
die Kontrollzelle eine gesunde Zelie des Zieigewebes oder eine typglei- 
che Zelle aus anderen Kompartlmenten desselben Patienten ist 

4. Verfahren gemali Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch dass 
Ribonukleinsaure-iVlolekule isoliert werden, deren Expression in einer 
Zielzelle im Vergleich zur Expression einer Kontrollzelle erhoht Ist, 

30 5. Verfahren gemali Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch dass die RIbo- . 

nukleinsSure-MolekQIe, deren Expression in einer Zielzelle im Vergleich 
zur Expression einer Kontrollzelle erh5ht ist, ausgewahit Ist aus STAT4, 
STATSa, STAT1, c-Rel, CREB2, ATF-2, ATF-2. Hlx. IRF-1, c-WIaf, . . 
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NFAT, NIP45, AP1 . Mel-1 8, SKAT.2, CTLA-4. Sro kinase, Tec kinase, 
Rlk (Txk im Menschen), Itk, Tec. RIBP, PLCy, MAP kinase, ERK, JNK, 
P38, MKK, MKK1, MKK2, MKK3, MKK4, MKK6. MKK7. Rac2, GADD45, 
GADD45P, GADD45Y, SOCS, CIS, SOCS1, SOCS2. S6CS3, JAK, 
5 JAK1 » JAK3, NIP45 mRNA fiind. 

6. Verfahren gemaH Anspmch 1 , gekennzeichnet dadurch, dass 

die Ribonuklelnsaure-MolekQIe. deren Expression In einer Zlelzelle Im 
Verglelcli zur Expression einer Kontrollzelle eriiflht 1st, GATA-3 mRNA 
1 0 sind. 

7. Verfaliren gemaii Anspmch 1 gekennzeichnet dadurch dass 

die Ribonukleinsaure-Molekule, deren Expression In einer Zielzelle im 
Vergleich zur Expression einer Kontrollzelle erhoht sind T-bet mRNA ist. 



15 



20 




26 



8. Verfahren gem§(i Anspruch 1 gekennzeichnet dadurch dass die speafi- 
schen Ribonukleinsaure Molekule. die an GATA-3 mRNA binden und 
sle funktionell inakUvleren RNA-lnaktlvierende-DNA-Enzyme (DNAzy- 
me) Oder Small-lnterferlng-RNA (sIRNA) sind. 

9. Verfahren gemaH Anspnjch 1 gekennzeichnet dadurch dass die spezifi- 
schen RlbonuklelnsSure MolekQIen, die an T-bet mRNA binden und sie 
funktionell inaktivleren RNA-lnaktlvlerende-DNA-Enzyme (DNAzyme) 
Oder Small-! nterfering-RNA (siRNA) sind. 



10. DNAzyme, das speziflsch GATA-3 mRNA spaltet, bestehend aus 
- einer katalytischen DomSne mlt der Nukleotidsequenz GGCTAGCTA- 
CAACGA. die mRNA an jeder Purln:Pyrimidin Schnittstelle schneidet, 
an der sie gebunden ist 
30 " einer rechten Substratblndedomane. die sich am 3 -Ende der katalyti- 

schen Dom§ne anschlielit und 
I - ©fner linken SubstratbindedomSne, die sich am 5 -Ende der katalyti- 

schen Domane anschlie&t, 
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wobei die beiden Substratbindedomanen jeweils komplementfir zu zwel 
Regionen der GATA-3 mRNA sind, so dass sie mtt der mRNA hybridi- 
sleren. 

5 11. DNAzym, gemdft Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass es die 

Sequenz hgd 40 GTGGATGGA GGCTAGCTACAA CGAGTCTTGGAG 
hat. 

12. DNAzym, das spezifisch T-bet mRNA spaltet, bestehend aus 

- einer katalytischen Domane mit der Nukleotldsequenz GGCTAGCTA- 
CAACGA, die mRNA an jeder PurlniPyrimidin Schnittstelle schneidet, 
an der sie gebunden ist 

- einer rechten Substratbindedomane, die sich am 3'-Ende der katalyti- 
schen Domane anschlielSt und 

- einer linken Substratbindedomane, die sich am 5 -Ende der katalyti- 
schen DomSne anschllelSt, 

wobei die beiden Substratbindedom^nen Jewells komplementar zu zwei 
. Regionen der T-bet mRNA sind, so dass sie mit der mRNA hybridisie- 
ren. 

13. DNAzym. gem3& Anspruch 12. dadurch gekennzeichnet, dass es die 
Sequenzen td69 GGCAATGAA GGCTAGCTACAACGATGGGTTTCT 
odertd70 TCACGGCAA GGCTAGCTACAACGA GAACTGGGT hat. 

14. DNAzym, gemSli der vorangegangenen AnsprQche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie modifiziert sind. 

15. DNAzym, gemafi Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Modi- 
fikation ein inverses Thymidin am 3'-Ende und /Oder elne FAM- 

30 Markienjng am 5'-Ende ist. 

16. Arzneimitt^i enthaltend ein DNAzym gemSfi der Anspruche 10 bis 15 
und ein^n pharmazeutisch akzeptablen Carrier. 
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ir.Arzneimittel gemafi Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass der 
pharmazeutisch akzeptablen Carrier aus der Gruppe der Liposome und 

bloabbaubaren Polymeren stammt. 

* - ' 

5 * 

18.Verwendung eines DNAzym-haltigen Arzneimittels gemaii der vorange-. 
gangenen Anspruche zur Behandlung von chron'ischen EntzQndungen 
und Autolmmunerkrahkungen. • 

10 
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C T A 

10-23 DNAzym 

3'-NNNNNNNNN RNNNNNNNN-5* 
5'-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN RlMNNNNNNNNNNNNNNNN-3' mRNA 




Fig, 2 
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DNAzyiue Sequenz 

-TCGGTCAGAggctagcLacaacgaTGCGTTGCT-3 
-GGCGTACGAggctagctacaacgaCTGCTCGGT~3 
-GGCGGCGTAggctagctacaacgaGACCTGCTC--3 
-CTCGGGTCAggctagctacaacgaCTGGGTAGC-3 
-TCCTCTGCAggctagctacaacgaCGGGGTCCT-3 
--ACTCTGCAAggctagctacaaqgaTCTGCGAGC-3 
-GGGCGACGAggcl:agctacaacgaTCTGCAATT-3 
-AAGGGGCGAggGtagctacaacg'aGACTCTGCA-3 
^AAAACGGGAggctagctacaacgaCAGGTTGTA-3 
-AGAATAAAAggctagctacaacgaGGGACCAGG-3 
- ATGGCAGAAggct a get acaa cgaAAAACGGGA- 3 
-AACTGGGTAggctagctacaacgaGGCAGAATA-3 
-ATCCAAAAAggctagctacaacgaTGGGTATGG-3 
-AGGGGAAGAggctagctacaacgaAAA73J^TCCA-3 
.-TTTTAAAAAggctagctacaacgaTATCTTGGA-3 
-GTGGGGGGAggctagctacaacgaGGGAAGGCT-3 
-GTTGAATGAggctagctacaacgaTTGCTTTCG-3 
-GTCGTTGAAggctagctacaacgaGATTTGCTT--3 
-GGCCCGGAAggctagctacaacg'aCCGCGCGCG-3 
-TCACCTCCAggctagctacaacgaGGCCTCGGC-3 
-CCGCCi3TCAggGtagctacaacgaCTCCATGGC-3 
-GGTGGCTCAggctagctacaacgaCCAGCGCGG-3 
-CGTTGAGCAggct agct acaa cgaGGCGGGGTG-- 3 
-CCGCGTCCAggctagctacaacgaGTAGGAGTG-3 
-CAGCGGGTAggctagctacaacgaTGCGCCGCG-3 
-GCACATCCAggctagctacaacgaCTCCl'CCGG-3 
-AAAAGCACAggctagctacaacgaCCACCTCCT-3 
-TAAA2\AGCAggctagctacaacgaATCCACCTC-3 
-GACCGTCGAggctagc1:acaacgaGTTAAi\AAG"-3 
-TTGCCTTGAggctagctacaacgaCGTCGATGT-3 
-AG'GGCGGGAggctagctacaacgaGTGGTTGCC-3 
-TGGqcCTGAggctagctacaacgaCGAGTTTCC-3 
-ACCTCTGCAggctagctacaacgaCGTGGCCCT-3 
-CGGAGGGTAggctagctacaacgaCTCTGCACC~3 
'GGCGGCACAggctagctacaacgaCTGGCTCCC-3 
~CGGGCGGCAggctagctacaacgaACCTGGCTC-3 
-AGGGATCCAggctagctacaacgaGAAGCAGAG-3 
-GGGTAGGGAggctagctacaacgaCCATGAAGC-3 
-GGGCTGAGAggctagctacaacgaTCCAGGGGiG-3 
-GTGGATGGAggctagctacaacgaGTCTTGGAG-3 
-CGTGGTGGAggctagctacaacgaGGACGTCTT-B 
-GGGGGTAGAggctagctacaacgaGGAGAGGGG-3 
-GGAGGAGGAggctagctacaacgaGAGGCCGGG-3 
-GCCCCCCGAggctagctacaacgaAAGGAGGAG-3 
•'CCGGGGAGAggctagctacaacgaGTCCTTCGG-3 
-GGACAGCGAggcLagctacaacgaGGGTCCGGG-3 
-TGGGGTGGAggctagctacaacgaAGCGATGGG-3 
-CTTGAGGCAggctagctacaacgaTCTTTCTCG-3 
-CACCTGGTAggctagctacaacgaTTGAGGCAC-3 
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DlTAzyme Seq[uenz 
-GCAGGGGCAggctagctacaacgaCTGGTACTT- 
'CCAGCTTCAggchagctacaacgaGCTGTCGGG- 
-GTGGGACGAggctagctacaacgaTCCAGCTTC- 
-GGAGTGGGAggctagctacaaGgaGACTCCAGC- 
-ATGCTGCCAggctagctacaacgaGGGAGTGGG- 
-GGGCGGTCAggctagctacaacgaGCTGCCACG- 
-GAGGCTCCAggctagctacaacgaCCAGGGCGG- 
-GTGGGTCGAggctagctacaacgaGAGGAGGCT- 
-AGGTGGTGAggctagctacaacgaGGGGTGGTG- 
-ACTCGGGCAggctagctacaacgaGTAGGGCGG- 
-GGAGCTGTAggctagctacaacgaTCGGGCACG- 
-GGACTTGCAggctagctacaacgaCCGAAGCCG- 
-GGGCCTGGAggctagctacaacgaTTGCATCCG- 
-TGTGCTGGAggctagctacaacgaCGGGCCTTG- 
-GTTCACACAggctagctacaacgaTCCCTGCCT- 
-CAGTTCACAggctagctacaacgaACTCCCTGC- 
-CACAGTTCAggctagctacaacgaACACTCCCT- 
-GTTGCCCCAggctagctaGaacgaAGTTCACAC- 
-TCGCCGCCAggctagctacaacgaAGTGGGGTG- 
-CCCGTGCCAggetagctacaacgaCTCGCCGCC- 
-GGCGTTGCAggctagctacaacgaAGGXAGTGT- 
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Multiple Seqpience AUgDmenbs GATA-3 

CGCCCCCTCTTGATACTWC AGAAAGAftTgc&T'Pf!nC'rGyAAAJVAAAivAiVA&nii&&q»&CT 
GGCGCC<5TCTTSATACTTTCACAAilGAATGCATTCCCTGTAAAAAAAAAAAAAAAA3^A?lT 
GA-GAGAGhcKGARACiACtftQAOAAGAAGAUAGAGAaACC^OAGCCACACCCAGACAGAGCG 
ACTGAGAG^GGAGAGAGAGAGAAGAACAGAGAGAGACGGACiGGAGACiUGAGACAGAGCG 
AOCAACGCAATCTGRCCGACCAGGTCGTACGCCGCCGCCTCCTCCTCCTCirCTGCTCTTC 
ACC A ACCC AATCTCAC CCAGCACG*rCGTACGCCncC GCCTCCTCCTCCTCTCTGCTCTTC 
GCTACCCjVGGTGACCCGAGGACGGACTCCGCCTCCGAGCGGCtGAGCACCCCGGTGCAGA 
GCTACCCAG6TGACCCGAGGAGGGACTCC6CCTCC6A6CG6C1*GAGGAGCCCGGTGCAGA 
GGAGCCTGGCTCGCAGAATTGCASAGTCQTCGCCCCTTTTTACAACCTGeO^CCCGTTTTA 
CGAGCCTCGCTCGCTVGAATTGCAGAGTCGTCGCCPCTTTTTACAACCTGGTCCCGTMTA 
'rTCTGCCG^TACtCAGl'r^TTGGATTTTTGTCTTCCCCTTCTTCTCTTTGCTAAACGACCC 
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5equenz_^2 
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3&quens:_3 
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CTCCAAGATAATTTTTAAAAAACCTTCTCCTTTCCTCACCTTTGCTTCCCASCCTTCCCA 

TCCCAGCCTTCCCA 

CTCCAAGATAATTTTTAAAAAACCTTCTCCTTTGCTCACCTTTGCTTCCCACCCTTCCCA 

VGCCCCCACCGAAAGGAAATCATTCAACCACCCCC6ACCCTCCGACGGe:AG6AISCCC;COC 
tCCC CCCACC6 A2\A6C AAATC:ATTCAAC0 ACCCCCG ACCCTCCGACGGCAGGAGCCCCCC 
TCCCCCCACCGAAAKKAAATCATTCAACCACCCCCGACCCTCCGACGGCAGGAGCCCCCC 

GACCTCCCAGGCGGACCGCCCTCCCTCQCCGCGCGCGEHSTTCCGGGCCCGGCGAGAGGGC 



CGCGCGGGTTCCCGCCCCC6C6A6AGGGC 
CGCCCGGGTTCCGG6CCC6GCGAGA6G6C 
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TTCTGCCi^TACCCAGT ttttccatttttgtcttccccttcttctctttgctaaacgaccc 3 60 



St2qucn2..1 

Sequcazj2 
Suquens^S 



1020 

614 

1021 



GACCTCCCAGGCGGAC C6CCCT!BCC-C 
GACCTCCCAGGCGGAC C6CCC:T(^r.TC 

GCGAfe'gAGAGGCGAGGCCATGGAGGTGACGCCGGACCAGCCGCGCTGGGTGAGgCACCAC 

gcga^acagccgaggccatggaggtgacggcggaccagccgcgctgggrgagccaccac 
gcgafscacagccgtvggccatggagctgacggcggaccagccgcgctgggtgagccaccac 

cacccccccgtgctcaacgggcagcaccc6gacacgcaccacccgggcctcagccactcc 
cagcccgccgtgctcaaccggcagcacccggacacgcaccacl-cgkgcctcagccactcc 
cac:cc:cc^cc:gtgctcaacgqgc.accacccggacacgcaccacccgggcctcagccactcc 

TAG ATGGACCC GGCGC AGTACCCGCTGCCGGAGGAGGTGGATGTGCTTTTTAACATGGAC 
TAG ATGGACGCGGCGC ACST ACCCGCTGCCGGAGGAGGTGGATGTGCTTTTTAACATCGAG 

l^acatggacgcggcgcagtacccgctgccggaggaggtggatgtgctttttaacatcgac 

ggtcaaggcaaccacgtcccgccctactacggaaactcggtcacggccacggtgcagagg 

^ GGXCAAGGCAACCACG TCCCGCCCTACT ACGCAAACTCGGTCAGGGCCACGGTGCAGAGG 

ggtcaaggcaaccacotcccgcoctactacggaaactcggtcagggccacggtgcagagg 
taccctccgacccaccacgggagccaggtgtgccgcccgcctctccttcatgga'pccct'a 

TACCCTCCGACCCACCACGGGAGCCAGGTCTGCCGCCCGCCTCTGCTTCATGGATCCCTA 

taccctccgacccaccacgggagccaggtgtgccgcccgcctctgctlrcatggatcccta 

ccctggctgcacccccgcaaagccctgggcaggcaccacaccgcctccccctccaaxctc 
ccct6gctggacggcggcaaagccctgggcagccaccacaccgcca*ccccctggaatctc 
cectggctggaoggcgsswaagccctggccagccaccacaccgcctccccctqqaatctc 

bgd40 

AGCCCCT Tfagfa(jjgaiiBgfrC(OTCgtoriC^^ 

AGCCCCTTCTCCAA6ACGTCCATCCACCACGGCTCCCCC6GCCCCCTCTCCGTCTACCCC 
AGCCCCTtC* CC AAGA CC5TCC ATCCACC ACOCCTCCCCGG GGCCCCTCTCCGTCTACCCC 

CCGGCCTCGTCCTCCT CCTTGTCGGGGGGCCACGCCAGCCCGCACCTCITTCACCTTCCCG 
CCGGCCTCGTCCTCCT CCTTGTCGGGGGGCCACGCCAGCCCGCACCTCTTCACCTTCCCG 
CCGGCCTCGTCCTCCT CCTTGTCRGGGGGCCACGCCAGCCCGCACCTCTTCACCTTCCCG 

. CCCACCCCGCCGAAGG ACGTCTCCCCGGaCCCATCGCTGTCCACCCCAGGCTCGGCCGGC 
CCCACCCCGCCGAAGGACGTCTCCCCGGACCCATCGCTGTCCACCCCAGGCTGCCCCGGC 
CCCACCCCGCCCtAAGGACIGTCTCCCCGGACCCATCGCTGTCXACCCCACCCTCGGCCGGC 
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Hrscpiftns 1 1080 TCCGCCCCGCAGCACGAGAAAGAtiTGCCTCAAGTACCAGGTGCCCCTGcCCHSACAKCATG 1139 

Scqueo? 6'^'' *f CCOCCCGCSCyiCKiACG AGAAAGAGTGCCTCAAGTACCAGGTGCCCCTGCCCGAnAGCATC 733 

Semien=_3 lOBi tcggcccggcaggju:gagaaagactgcctcaagtaccaggtgcccctgcccgacaccatg iiio. 

Soquen?. 1 l I'lO AAGCTCGAGTCGTCCC ACTCCCGTGGCAGCATGACCGCCCTGGG'rGGAGCCTCCTCGTCG 1199 

SequcilO ''34 AAGCtGGAGTCGTCCCJVCTCCCGTGGCAGCATGACCGCCJCTGGGTGGAGCCTCCTCGTCG 793 

SeqOftn t _3 1141 AACCTGGAGTCCTCCC ACTCCCGTGtiCAGCATGACCCCCCTGGGTGGAGCCTCCTCGTCG 12 00 

S8qweni_l 1200. ACCrACrj\CC:CCATCACCACCTACCCGCrCTACGTGCCCGACTACACCTCCGGACTCTTC ^P.S9 

SequOnE_2 7 94 ACCCACCACCCCATCACCACCTACCCGCCCTACGTGCCCGAGTACAGCTCdGGACTCTTC B53 

ap.qiienrJJ l20l ACCCACCACCCCATCACCACCTACCCGCCCTACCyTGCCCGAGTACACCTCCCGACTCTTC 1260 

Sequent I 1260 CCCCCCAGCAGCCTGCTSGGCCSGCTCCCCCACCCGCTTCGGATGCAAGtCCAGGCCCAAG 1319 

Sequenz^Z Ob4 ccccccagcagcctgctgggcggctcccccaccggcttcggatgcaagtccaggcccaac 913 

ScquenO f261 CCCCCCACCAGCCTGCTGGGCGGCTCCCCCACCGGCTTCGGATGCAAGTCCAGGCCCAAG 1320 

Snqiienz 1 l3Z0 6CCC6GTCCAGCACAGAAGGCACGGAGTGTG%«GllACTGTGGGGCAACCTCGACCCCACT6 1379 

«eqU6n2""2 914 CCCCGGTCCAGCACAG GCAGGGAfiTGTGTGAAqTGTGGGGCAACCTCGACCCCACTG 910 

Se fiue n 2 J3 1 3 2 1 GCCCGGTCCAGCACAG AAGGCAGGGAGTCTGTG AACT6TGGGGCAACCTCGACCCCACT6 i 3 B 0 

■ aequen2_l- 1380 tggcggcgagatggcacgogacactacctgtgcaacguctgcgggctctatcacaaaatg 1439 

Sequenz 2 '371 TGGCGGGGAGATGGCACGGGACACI'ACCTGTGCAACGCCTGCGGGCTCTATCACAAAATG 1030 

Seqgen2;^3 1301 TGGCGGCGAGnTGGCACGGGACACTACCTGTGCAACGCCTGC.GGGCTCTATCACAAAATC 1440' 

SequQnt 1 1440 AACGGACAGAACCGGCCCCTCATTAAGCCCAAGCGAAGCCTGTCTGCAGCCAGGAGAGCA 1499 

SequenO 1031 AACGGACAGAACCGGr.CCCTCATTAAGCCGAAGCGAAGGCTGXCTGCAGCCAGGAGAGCA 1090 

5tcquAn:(.3 1441 AACGGACAGAACCGGCCCC7CATTAAGCCCAAGCGAAGGCTGTCTGCAGCCAGCAGAGCA ISOO 

Sequenz_l iSOfl CfGGnCGTCCtGTGCGAACTGTCAOACCACCACAACCACACTCTGGAGGAGGAATGCCAAT 1559 

fiequenz 2 1091 CGGACGTCCTGTGCGAACTGTCAGACCACCACAACCACACTCTnc^AGGAGGAATGCCAAT 1130 

ncquenz ^3 1501 CGGACGTCCTGTGCGA ACTGTC AGACCACCACAACC ACACTCTGGAGGAGGAATG CCAAT 1560 

Sequent 1 3 560 GGGGAGCCTGO^CTGCAATGCCTGTGGGCTCTACTACAAGCTTCACAATATTAACAGACCC 1619 

fiequena'z ll5l GGGGACCCTCTCrGCAATGCqTGTGGGCTCTACTACAAGCTTCACAATATTAACAGACCC 1210 

SGquanz~3 1S6 1 CHSGGACCCTGtCTGCAATGCCTGTGGGCTCTACTACAAGCTTCACAATATTAACAGaCCC 1620 

Sequeni^l 1620 CTGACTATGTVAGAAGGAAGGCATCCAGACCAGAaACCGAAAAATGTCTAGCAAATCCAAA 1679 

Scquftnz 2 1211 CITGACTATGAAGAAGGAAGGCATCCAGACCAGAAACCGAAAAATGTCTAGCAAATCCAAA 1270 

Sequunzf.S 16:31 CTGACTATGAAGAAGGAAGGCATCCAGACCAGAAACCGAAAAATGTCTAGCAAATOCAAA ' 1680 

Beqiienz^l 1680 AAGTGCAAAAAAGTGC ATGACTCACTGGAGGACTTCCCCAAGAACAGCtCGTTTAACCCG 1739 . 

Sequenz 2 1271 AAGTGCAAAAAACTGCATGACTCACtGGAGGACTTCCCCAAGAACAGCTCQTTTAACCCC 1330 

3cqvjent^3 1681 AAGtGCAaAAAAG^GC ATGACTCACTGGAG<3ACTTCCCCAAGAACAQCTCGTTTAACCCG 1740 

Sequent 1 r/40 GCCGCCCTCTCCAGAC ACATGTCCTCCCTGACCCACATCTCGCCCrrCAGCCACJCCCAGC 1799 

6equens~2 1331 GCCGCCCTCTCCAGAC ACATGTCCTCCCTGAGCCACATCa'CGCCCTTGAGCCAC^CCAGC 1390 

Sequenz23 1741 GCCGCCCTCTCCAGACACATGTCCTCCCTGAGCCACATCTCGCCCTTCAGCCAObcCAQC 1800 

ScquftrtZ 3 IBOO CACATGCTGACCACGCCCACGCCGATRCACCCQCCATCCAGCCTGTCCTTTCGACCACAC 1859 

' Sequenz'S 1391 CACATGC'XGACCACGCCCACOCCGATGCACCCGCCATCCAGCCTGTCCTTTGGACCACAC 14D0 

Sequcna_3 lOOl CAClATGCTGACCACGCCCy^CGCCGATGCACCCGCCATCCAGCCTGTCCTTTeCACCACAC I860 

S6quenz_l 1860 CACCCCTCCAGCATGGTCACCGCCATGGGTTAGAGCCCTGCTCGATGCTCACAGCGCCCC 1919 

Sequent. 2 1451 CACCCCTCCAGCATGGTCACCGCCATGGGTTAGAGCCCTGCTCCATCCTCACAGGGCCCC 1510 

S€:qUBnz~3 1B61 CACCCCTCCAGCATCGTCACCGCCATGGGTTAGAGCCCTGCTCGATGCTCACAGGGCCCC 192P 

Sequeii2_l 1920 ' cagcgaga<»ccctgcagtccctttcgacttgcatttttgcaggaggagtatgatgaagc )979 

Sequcns 2 Ibll CAGCC^VGAGTCCCTGC AGTCCXTTTCGACTTGCATTTTTGCAGGAGCAGTaSPCATGAAGC 1570 
fiequenz'S 1921 CAGCGAGAGTCCCTGCAGTCCCTSTCGACT'i'GCA'rTTTTGGAGGAGCAGTATCATGAAGC 1980 

Sequcns^l 1900 CrATiACGCGATGGATATATGTTTTTGAAGGCACAAACCAAAATTATG^TTGCCACrrTGC 2039 * 
!ieqvenz_2 1571 CTAAACGCGATGGATATATGTTTTTGAAGGCAGAAA6CAAAATTAT(^lrfGCCACTTTGC' 1630 
S0quens:_3 3 981 CTAAACGCGATGGATATATGTTTTTGAAGGCAGAAAGCAAAATTATC^TGCCACTTTCC 2040 

Sequea2_l 2040 AAAGSAGCTCACTGTGGTGTCTGTGTTCCAACCACTCAATCTGGACCCCATCTGTCJAATA 2099 
Sequcnr_?. 1631 TVAAGGAGCTCACTGTGGTGTCTGTGTTCCAACCACTGAATCTGGACCCCATCTGTGAATA 1690 

. Bfequenz_3 2041 aaacgagctcactgtgctgtctgtgttccaaccactgaatctggacccuatctgtgtvata ?,ioo 
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A^.CATT<:TGAtrrc:ATATCr.Cr.TAmAACACGG?CTCTA«Tf;t:TGTftnAAnAAARAA-T 
AGCCATTCTGACTCATATCCCCTATTTAACAGGGTCTCTAGTGCTGTCTUVAAAAAAAAAT 
AtSCCATTCTGACTCATATCCCCTATTTAACAGGGTCTCTAGTGCTGTGAAAAAAAAAAAT 

CCTGAACATTGCATATAACTTATA'rT(5TAAGAAATACTGTACAATGACTTTATTGCATCT 
^CTGAACAl-rGCATATAACTTATATTCTAAGAAATACTGTACAATGACTTTATTGCATCT 
GCTGAACATTCCATATAACTTATATTGTAAGAAATACTGTACyiATGACTTTATTGCATCT 

GGGTA6CTGTAAGCCA TGAAGCATCCCAACiAAGTTT AAGG7WVTATGCGAG7U\ATACTCTG ' 
6GGTAGCTGTAAGGCA TGAAGGAl'GCCAARAAGTTT RAGC-AATATCGGAGAAAI-AGTCTG 
GGttTAGCTGTAAGGCATGAAGGATCCCAAGAAGTTTAAGGAATATGGGAGARATAGTGTG 

GAAATTAAGAA6AAAC TAGGtCTGATATTCAAATGGACAAACTGCCAGTTTTGTTTCCTT 
GAAATTAACUUIGAAACTAGCTTCTGATATTCAAATGGACAAAC^GCCIAGTTTTGTTTCCTT 
GAAATTT^GAAGAAACTAGGTCTGAtATTCAAATGGACAAACTGCCAO'rTTTGTTTCCTT 

TC ACT66CC acagttg tttgatgcattaaaagatu^taaaaaaaagaaaaaagagaaaag 

TCACTOGCCACAGTTGTTTGATCCATTAAAAGAAAATAAAAAAAAGAAAaAAGAGAAAAG 
TCACTGGCCACAGTTG TTTGATGCATTAAAAGAAAATAAAAAAAAGAAAAA-GAGAAAAG 



aaaaaaaaagaaaaaagttgtaggcgaatcatttcttcaaagctgttggccctctgcajuv 

AA AAAAAA AGAA AAAA GTTGT AGCCGAATCATTTGTPTCAAAGCTGTTGGr.C- TCTGCAAA 



GGAAATACCAGITCTGGGCAATCAGTGTTACCGTTCACCACTTCCCATTGAGGGTTTCAG 
GGAAATACCAGTTCTGGGCAATCAGTGT1>ACCG7TCACCAGl''fGCCATTGAGGGTTTCAG 



AGAGCCTTTTTCTAGGCCTACATGCTOrrGTKAACAAGTCCCTGTAATTCTTGTTTCTATG 
AGAGCCTTTTTCTAGGCCTACATGCTTTGTGAACAAGTCCCTGTAATTGTTGTTTGTATG 



TATAATTCAAAGCACCAAAATAA6AAAAGATGTAGATTTATTTCATCATATTATACAGAC 
TATAATTCAAAGCACCAAAA^AAGAAAAGATGTACATTTATTTCATCATATTATACAaAC 



cgaacrcttgtataaatttatttactgctagtcttaagaactgctttctttcgttftcttt 
cgaactgttgtataaatttatttaetgctagtcttaagaactgctttctttcgtttgttt 



GTTTCJVnTATTTTgqTTC TCTCTCAATTTTCGC TTGIUlTAAACTASATlACATTCACTO 
GTTTCAATATTTTCCT fCTCTCTCAATTTTCGG - — - 
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G«CGC:CGTCTTGATACTTTCAGAAAGAATGCATTCCCTG'1'AAA7U\AAAAA 
AAAAAAAAATACTGAGAGAGCGAGAGAGAGAGAAGAAGAGAGAGAGACGG 
■AGGGAGAGCGAGACAGAGCGAGCAACGCAATCTGACCGAGCAGGTCGTAC 
GCCGCCC.CCTCCTCCTCCTCTCTnCTCTTCGCTACCCAGGTCACCCGAGG 
AGGGACTCCGCCTCCGAGCGGCTGAGGACCCCGGTGCAGAGGAGCCTGGC 
TCGCAGAATTCCAGAGTCGTCGCCCCTTTTTACAACCTGGTCCCGTTTTA 
TTCTGCCATACCCAGTTTTTGGATTTTTGTCTTCCCCTTCTTCTCTTTGC 
T AAACGACCCCTCC AAG AT AAT TT T T AAAAAACCTTCTCCTTTGCTCACC 
TTTGCTTCCCAGCCTTCCCATCCCCCCACCGAAAGCAAATCAWCAACGA 
CCCCCGACCCTCCGACGGCAGGAGCCCCCCGACCTCCCAGGCGGACCGCC 
CTCCCTCCCCGCGCGCGGGTTCCGGGCCCCGCGAGAGGGCGCGAGCACAG 
CCGAGGCCATGGAGGTGACGGCGGACCAGCCGCGCTGGGTGAGCCACCAC 
CAdcCCGCCGTGCTCAACGGGCAGCACCCGGACACGCACCACCCGGGCCT 

cagccaCtcctacatggacgcggcgcagtacccgctgccgoaggaggtgg 

ATGTGCTTTTTAACATCGACGGTCAAGGCAACCACGTCCCGCCCTACTAC 

ggaaactcggtcagggccaccgtgcagaggtaccctccgacccaccacgg 

GACCCAGGTGTGCCGCCCGCCTCTGCTTCATGGATCCCTACCCTGGCTGG 
ACGCCGGGAAAGCCCTGGGCAGCCACCACACCGCCTCC.CCCTGGAATCTC 
ACCCCCTTCTCCAAGACGTCCATCCACCACGGCTCCCCGCGGCCCCTCTC 

cgtctaccgcccggcctcgtcctcctccttgtcggggggccacgccagcc 

CGCACCTCTTCACCTTCCCGCCCACCCCGCCGAAGGACGTCrCCCCGCAC 

ccatcgctgtccaccccagcctcggccggctcggccgggcaggacgagaa 
agagtgcctcaagtaccacgtgcccctgcccgacagcatgaagctggagt 

CGTCCCACTCCCGTGGCAGCATGACCGCCCTGGGTGGAGCCTCCI'CGTCG 

acccaccaccccatcaccacctacccgccctacctgcccgaga'acagctc 
cggactcttcccccccagcaccctgctgggcggctcccccaccggcttcg 
gatgcaagtccaggcccaaggcccggtccagcacag7uvggcagggagtgt 
gtgaactgtggggcaacctcgaccccactgtggcggcgagatggcacggg 
acagtacctgtgcaacgcctgcgggctct^i^rcacaaahasgaacggacaga 
accggcccctg^taagcccaagcgaaggct^tctgcagccaggagacca 

GGGACetfCCT^CGAACTSgCAGACCACCACAACCACACTCTGGAGGAG 
GAATGCCAAalGGGGACCCTGOjCTGCAMGCCTfeEGGGCTCTACTACAAGC 
TTCACAAy^;TAACAGACCCCTGACT3SSGAACAAGGAAGGCJite 

CTCACTGGAGGACTTCCCCAAGAACAGCTCG^?TT7UVCCCGGCCGCCCTCT 

CCAGACACKfOfecCTCCCTGAGCCAC^iZTCGCCCTTCAGCCACCCCAGC 

CACftTGCTGACCACGCCCACGCCG^GCACCCGCCl^CCAGCCTi^CCTT 

TGGACCACACCACCCCTCCAr.CMGtej§CACCGCC:^GG<^ 

CTCG&^iGCTCACAGGGCCCC<^GCGAGA6*5fecCTGCA^^^ 

TGCATTTTTGCAGGAGCA!^a^|k:S^GAAGCCTAAACGCG^GG^ 

1»TTTTGAAGGCAGAAAGCAMAfl>.T4;l]pGGTTGCCACTTTGCA^ 

ACTf^G.litiGSCTSi!&grCCAACC^^ 

AGCCA5:TCTGACT0^5^CCCCTA5?TTAACAGGESCTCTi^ 

AAAAAAAA?^GCTCy^C^^TGC|^|35^ 

ACAlStGACTTTfijTGC^gPCTGGBtfjAGCTgiD^ 

AAG4iTT7\AGGA^4^GGAGAA^AC^pS5^ 
iCTGMA^TCAA^GGACATVACTGCCASCT 

CAfetPTg^i'l'T GAT G C Aj: TAAAAGAAA|85^iAA AAAAAGAAAAAGAGAAAAG A 
AAAAAAAAGAAAAAA6?;i'€?rA(§GCG;^^C^TTGT^ 
TCTGCA/^GGAAKTACCAX^TCTGGGCW^S^bl^^TACCG^TC^ 
TGCC?ijTTGAGGg3^TTCAGAGAGCCTTTTTCTAGGCCTAC^GCTTT3B¥^ 
ACAAd^CCCT^P5A4ia?TetfTG'T.7'TGTijJ^E^^ 




ttcaSx^^tttccttctctctcaactttc 



Fig. 4 A 
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M 1 2 3 4 5 6 7 

63.8 kDa»^ 

49,5kDafc-*^ — ^ "• 
37.4 kDa^ 



63,8 kDal^ 
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Fig. 7 

Name DNA:^^^ Se^enz 

tdl TGGCTTCTAggctagctacaacgaGCCCTCGTC ■ 

td2 GGGCTCTGAggctagctacaacgaGCCTGGCTT 

t.d3 ' GGGACCCCAggctagctacaacgaCGGAGCCCG 

td4 GGTGGGGGAggctagctacaacgaCCCACCGGA 

td5 GGCGGGGGAggctagctacaacgaCCGAGGGCC 

td6 GGGCTGGGAggctagctacaacgaGGGCAGGGA 

td7 CGTCGAGGAggctagctacaacgaCCGCCCCTC 

tdS GGGCTGGCAggctagctacaacgaCTTCCCGTA 

td9 CGATGCCCAggctagctacaacgaCCGGGGCGG 

tdlO GCTCCACGAggctagctacaacgaGCCCATCCG 

tdll CCGGCTCCAggctagctacaacgaGATGCCCAT 

tdl2 TCTCCGCAAggctagctacaacgaCCGfiCTCCA 

tdl3 CCGTCAGCAggctagctacaacgaGTCTCCGCA 

tdl4 TCCCCGGCAggctagctacaacgaCGGCTCGGT 

tdl5 CCCCCGCGAggctagctacaacgaGCTCGTCCG 

tdl 6 GTAGGGAGAggct agctacaacgaCCCAGGCTG 

tdl7 GGGCGGGCAggctagctacaacgaCAAGGCGCC 

tdl-8 CGGGAAGGAggctagctacaacgaTCGCCCGCG 

tdl 9 TAGTCCTCAggctagctacaaczgaGCGGCCCCG 

'td20 TCCCCGACAggctagctacaacgaCTCCAGTCC 

td2 1 TTTCCCCGAggctagct acaacgaACCTCCAGT 

td22 . TGAGCGCGAggctagctacaacgaCCTCAGTTT 

td23 GGACCACAAggctagctacaacgaAGGTGGTTG 

td24 CTTGGACCAggctagctacaacgaAACAGGTGG . 

td25 • AAACTTGGAggctagctacaacgaCACAACAGG 

td2 6 CTGATTAAAggctagctacaacgaTTGGACCAC 

•t:d2 7 TGGTGCTGAggctagctacaacgaTAAACTTGG 

1:d2 8 TGATGATCAggct agctacaacgaCTCTGTCTG 

t d2 9 TGGTGATGAggct agctacaacgaCATCTCTGT 

td3 0 GCTTGGTGAggctagctacaacgaGAlrCATCTC 

td31 ATGGGAACAggctagctacaacgaCCGCCGTCC 

'td32 ' GAATGGGAAggctagctacaacgaATCCGCCGT 

td33 TGACAGGZ\AggctagctacaacgaGGGAACATC 
td34 • ' AGTAAATGAggctagctacaacgaAGGAATGGG 

td3 5 CACAGTA3\AggctagctacaacgaGACAGGAAT 

td36 GCCCGGCCAggctagctacaacgaAGTAAATGA 

td37 CCACAAACAggctagctacaacgaCCTGTAGTG 

td38 GTCCACAAAggctagctacaacgaATCCTGTAG 

td39 CCACGTCCAggctagctacaacgaAAACATCCT 
td40* ■ CCAAGACCAggctagctacaacgaGTCCACAAA 

td41 CCACCAAGAggctagctacaacgaCA'CGTCCAC 

td42 GCTGGTCCAggctagctacaacgaCAAGACCAC 

td43 GCTCTGGTAggctagctacaacgaCGCCAGTGG 

td4 4 CTGCACCCAggctagctacaacgaTTGCCGeTC 

l:d45 CACACTGCAggctagctacaacgaCCACTTGCC 

td4 6 CTTTCCACAggctagctacaadgaTGCACCCAC 

td47 GCCTTTCCAggctagctacaacgaACTGCACCC 

td48 TTCCTGGCAggctagctacaacgaGCTGCCCTC 
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Name DNAzyme Sequenz 

TD4 9 GTGGACGTAggctagctacaacgaftGGCGGTTT 

T D5 0 CC GGGTGGAggct a get a ca a cgaGTACAGGCG 

TD51 CCTGGCGCAggctagctacaacgaCCAGTGCGC 

TD52 CAAATGAAAggctagctacaacgaTTCCTGGCG 

TD53 TTTCCCAAAggctagctacaacgaGAAACTTCC 

TD54 ATTGTl'GGAggctagctacaacgaGCCCCCTTG 

TD55 TGGGTCACAggctagctacaacgaTGTTGGACG 

TD56 TCTGGGTCAggctagctacaacgaATTGTTGGA 

TD57 GCACAATCAggctagctacaacgaCTGGGTCAC 

TD58 GGAGCACAAggctagctacaacgaCATCTGGGT 

TD59 ACTGGAGCAggctagctacaacgaAATCATCTG 

TD60 ATGGAGGGAggctagctacaacgaTGGAGCACA 

TD61 TGGTACTTAggctagctacaacgaGGAGGGACT 

TD62 GGGCTGGTAggctagctacaacgaTTATGGAGG 

TD63 . TCAACGATAggctagctacaacgaGCAGCCGGG 

TD64 CCTCAACGAggctagctacaacgaATGCAGCCG 

TD65 TCACCTCAAggctagctacaacgaGATATGCAG 

TD66 CGTCGTTCAggctagctacaacgaCTCAACGAT 

TD67 GTAAAGATAggctagctacaacgaGCGTGTTGG 

TD68 AAGTAAAGAggctagctacaacgaATGCGTGTT 

TD69 GGCAATGAAggctagctacaacgaTGGGTTTCT 

TD7 0 TCACGGCAAggotagotacaacgaGAACTGGGT 

TD7 a AGGCAGTCAggctagctacaacgaGGCAATGAA 

TD72 ATCTCGGCAggctagctaCaacgaTCTGGTAGG 

TD73 GCTGAGTAAggctagctacaacgaCTCGGCATT 

. TD7 4 TATTATCAAggctagctacaacgaTTTCAGCTG 

TD7 5 GGGTTATTAggctagctacaacgaCAATTTTCA 

TD7 6 AAGGGGTTAggctagctacaacgaTATCAATTT 

TD7 7 CTCCCGGAAggctagctacaacgaCCTTTGGCA 

TD7 8 GTACATGGAggctagctacaacgaTCAAAGTTC 
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841 
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Seq^l 


1081 


Seq_2 


7 0dl 
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1143 




. 1201 


5eq;_2 
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Seq^5' 


1261 


Seq_2 


1261 
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1321 


Seq_2 
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1381 


Seq^2 


13B1 



CGCCCCCCTCGRGAGGAAGCCCGRGA(;CTf;rrRrf;rftr.r«Pfl<->/*rtf=nf^frT.r'i;>r^nwt^ /rni^r* 

CGGCCCGCTGGAGAG6AAGt:ttC«A(5ACCTCCCGCGCGCCT(5CC6GACGACGGCGTJWSAAfi 60 

CCAGCCCTCACACCCCCiC«WTCCGGTGR66TCCCCCACCCGGCCCTCCCCTCCCCCGCCC itlO 

CCAGGC6TCAGA6CCCGCSCCTCCCCTG6GGTCCCCCACr.CCGCCCTCGG6TCCCC:CRCCC 120 

CCTGCTCCCTGCCCATCCc:A(«:ccACGCGACCCTC1'CC4C:gC(3CGGACCGGCGGGTCCTCG 100 

t;CTGC:TCCCTGCCyATCCCAGCCCACGCGACCCTCTCGCGCCCGGAGGGGCG<itVr(:CTCG 100 

ACGGCTACGKRTiAGCTreCCAGCCCeCCCCCGATGGGCATCGTGGAGCCCGGTTGCGlSAeA 2fl 0 

aCGCCTACCCCAACCTGCCAGCCCGCCCCGGATGGGCATCGTGGACSCCGGGTTGCGGAGA ' 240 

CAT<5CTGiACGftGCACCGAGCC6ATGCCGGGGAGCGACC«AG(5GCC6CGCCCCTGGCGCCGA 300 

CATCCT6 ACGCGCACCGACCCG ATGCCGGGGAGCGACGAGCGCCGGGCGCCTGGCGCCZGA 300 

cccgcagca^jgctacttctacccggaqccccccgcgcaggacgcgotacgagcgtcgcgg 360 

cccgcagca^gctacttctacccccagccgggcgcgcaggacgcgcacgagcgtcgcgg 3 60 

GGGCGC5CAGCCTGGG6TCTCCCTACCCGCCCGGCGCCTTGGTGCCCGCCCCGCCCAGCCG 420 

gggcggcagcctgc.ggtctccctacccggggggc(«:cttggtgcccgccccgccgagc:c:g 420 

cttccttggagcctacgctjtacccgccgcgaccccacgcggccggr.ttccccggcgcggg 4 b 0 

CTTCCTTGCiAGCCTACGCCTACCCOCCCCCACCCCAGGCGGCCGGCTTCCCCGGCCCCGG 480 

CCACTCCTTCCCCCCCCCCGCGGACGCCGAR«GCTACCACCCGGGCGAGGGC*rAC«<:C6C ^40 

C6AGTCCTTCCCGCCGCCC GCGGACGCCGAGCGCTACCACCCGGGCGAGGQCTRCGCCGC 540 

CCCGG ACCCGCRCGCCGGGCTCTACCCGGGGUCGCQTGARnACTACCCGCTACCCGCUBG 60 0 

CCCGGACCCCCCCCCCGGGCTC7ACCCGGGeccC5CCrF«A6CACTAC6CGCTACCCGCGGG 60H 

ACTGGAGGTCTCGCGGAAACTCiAGGKTCeCGCTCAACAACCACCTGTTGTGGTCCAAQTT 6G0 

ACTGGAGGTGTCGGGGAAACTGAGGBTCgCGCTCAACAACCACCTGrTGTGGTr.CAAGTT 060 

TAATCAGCACCAGACAGAGATGATCATCACCAAGCAGGGACGGCGGATGTTCCCATl'CCT 720 

T AATCAGC ACCAGACAGAG ATGATCATCAC CAACC AGCGACGGCCGATGTTCCGATTCCT ' V 2 0 

GTCATTTACTSTGGCCGeGCTGRAC5CCCACCA6CCACTAC AeGATdSTTTGTeGACGTGGT 780 

GTCATTTACTGTGGCCGGGCTGRAGCCC ACCAGCCACTACAGC5ATGTTTGTGG ACGTOGT 780 

CTTGGTGGACC ACC ACCACTCCCCGTACC AGAGCGGC AAGTGGGTCCACTGTGCAAACGC 840 

CTTGGTGGACCAGCACCACTGGCGG'rACCARAGCCOCAAGTGGGTGCAGTGTGGAAARGC 840 

CGACGGCAGCATBCCARRAAACCGCCTGTACCTCCACCCGGACTnccCCAACACACCACC 900 

CGACGGCAGCATGCCARGAAACCGCCTGTACG'rCCACCCGGACTCCCCCAACACACGAGC 900 

td54 

GCACTGCAT6CGCCAG6AAGTTTC AlVr^GGGTVAACTAAAGCTC ACAAACAA^^jl^^^ Q 6 Q 

GCACTGGATGCBCCAGGAAGTTTCATTTGGGAAACTAAAGCa'CACAAAC AACA AG66CGC 9 60 

GSe^S^S^^TGACCCAGATGATTGTGCTCCAGTCCCTCCATAAGTACCAGCCCCGGCT 1020 

GTCCAACAATCTG ACCCAGAl'GA-rrGT GCTCCAGTCCCTCCATAAGTACCaGCCCCGGCT 1020 

GCAT ATCGTTGAGGTGA ACG ACCCAGAGCCAGAGGCAGCCTGC AACCCTTCCAACACGC A 1 OB Q 

GCATATCGTTGAGGTGAACGACGGAGAGCCAGAGGCAGCCTGCAACGCTTCCAACACGCA lOBO 
td69 td70 

TATCTTTACTOTCC AASAiMljdbaLGgSgC^ 3,3, 4 0 

TATCTTTACTTTCC AA(3AAACCC AGTTCA* TGCCGTC3«:tgCCTACCAG AATCCCGACAT 1140 

TACTCAGCTGAAAAW6A»AATAACCCCrrTGCCAAAG6ATTCCG{KaiGAACTTTGACTC 1200 

TACTCAGCTGAAAATTGATAATAACCCCTTTGCCAAAGGATTCCGGGAGAACTTTCAGTC 1200 

CATGTACACATCTGTTGACACCAGCAtCCCCTCCCCGCCTCCACCCAACTGTCAATTCCT 1260 

CATGTACACATC'l'GTTGACACCAGCATCCCCTCCCCGCCTGGACCCAACTGTCAATTCCT ' 1260 

TGGGGGAGATCACTACTCTCCTCTCCPACCCAACCAGTATCCTGTTCCCAGCCGCTTCTa ■ J 320 
TGGGCjGAGATC ACTACTCTCCTCTCCTACC(lAACCAGTATCCTGTTCCCAGCCGCTa*CTA 1320 

CCCCGACCTTCCTCGCCAGGCGAAGGATGTGGT^ CCCCaGGCTTACT6GCTGG(5GGCCCC 1380 
CCCCGaCCTTCCTGGCCAGUCGA AGCATGTG6%TCCCCAGGCTTACTGGCTCCCCCCCCC 1380 

CCG6GACC ACAGCTATcJiGGCTGAGTTTCGAGCAGTCAGCATGAAGCCTGCATTCTTGCC 1440 

CCGGG AGCACAGCTATGGGGCtG7\GTTTCGACCAGTC AGCATGAAGCCTBCATTCTTGCC J. 4 d 0 
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Seq 1 
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Sea 1 
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3 501 
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Seq_Z 


1621 
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Seq_2 


1081 






Seq^2 


1741 


Soq 1 






1801 


Suq I 


] 861 






Seq_l 


id2i 




1921 




1961 




ISUl 


naq_,l 


204V 


Sqci 2 


2041 




2X01 


Seq_2 


2101 


Seq_l 


2163. 


S<*q.,2 


21 a 




Z221 


saq_2 


2221 


seq., 3. 


2281 




2281 




2341 


r»eq^2 


2313 


Seq^l 


2401 


SeqJ[2 


2401 




'2461 








2521 


Seq P. 




scq^-i 


2301 


Seq_2 





CTCTPCCCCTGGCS fcXCACCATqTCCTACTftCCcj ftGGCCAGGTlflGTCCTGGCRCCTGGAGC 1500 

CTCTGCCCCTGGGCCCACCATCTCCTACTACCGAGeCCAGQACGTCCTCGCACCTGCiAtSC 1 fiOO 

TGGCTGGCCTC;f66CA(;CCCAGTACCCTCCCAAGA*i'GGfiCCCG6CCACCTGGTTCCCCCC 1560 

TGGCTGGCCTCTGGCaCCCCAGTACCCVCCCAAGATGGGCCCGGCCAGCTGGMCACarcC 1560. 

TATGCGGACTCTCCCCATGGAACCCGGCCCTGGAGGCTCACAGGGACGGGGACCAGAGGA 1 620 

TATGCGGACTCTGCCCATGGAACCCGGCCCTGGAGGCTCAGAGGGACGGGGACCACAGCA 1020 

CCACGGTCCCCCC FrGGTGTGGACTGAGATTGCfc CCCATCCGGCCCGAATCCAGTGATTC 1680 

CCAGGGTCCCCCCTTGGTGTGGACTGAGATTGCCCCCATCCGCCCGGAATCCAGTGATXC 1680 

AGGACTGGGCGAAGGAGACTCTAAGAGC^GGCGCGTGTCCCCCTATCCTTCCAGTGGTGA 1740 

AGGACTGG6CGAA<$GAGACTCTAAGAG6AGGCGCGTGTCCCCC:taTCCTTCCAGTGGTGA 17 40 

C: AGCTCCtCCCCTGCTGGOGCCCCTTCTCCTTTTGATAAGGAaGCTGAAGGAC AGTTTTA 1 600 

CAGCTCCTCCCCTGCTGGGGCCCCTTCTCCTTCTCaTAAC^GAAOCTGAAOGACAGTTTTA 1800 

TAACl'A'fTTTCCCAACTGAGCAGATCSACATGATCAAAGGAACAGAAACAGTGTTATTAGG 1 860 

TAACTATTTTCCCAACTGAGCAGATGACATGATGAAAGGAACAGAAACACTGTTATT AGG 18 60 

TTGGAGGACACCGACTAATTTGGGAAACGGATGAAGGACTGAGAAGGCCCCCGCTCCCTC ' 1920 

TTGGAGGACACCG ACTAAWrGGGAA ACGQATGAAGGACTGAGAASGCCCCCGCTCCCTC 1920 

TGGCCCTTCTCTGTTTAGTAGTTCGTTGGGGAAGTGGGGCTCAAGAAGGATTTTCCGGTT 1980 

TGGUCCT¥CTCTGTTTAGTAGTTGG7TGGGGAA6TCGGGCTCAAGAAGGAl"rrTG6GGTT 1 d fi 0 

CACCAGATGCTTCtnHSGCCCACGATGAAACCTCAGAGGGGTGTCCCCTTGCCCCATCCTC 2040 

CACCAGATGCTTCCTGGCCCACGATGAAACCTGAGAGGeGTGTncCCTTGCCCCATCCTC 2040 

tGCCCTAACTACA6TCGTTTACCTGGTE?CTGCGTCTTCCTTTTGGTTTCCAGCTGGAGAA 2 1 00 

TGCnCTAACTACAGTCGTTTACCTGGTGCTGCGTCTTGCTTTTGGTTTCCAGCTGGAGAA 2100 

AAGAACACAAGAAAGTCTTGCCCATGAAGGAGCTTTTTGCATCTACTGGGTGGGAGGGGT 2160 

AAGAAGACAAGAAACTCTTGCGCATGAAGGAGCTTTTTGCATCTAGTCGGTGGGAGGGGT 2160 

CAGGTGTGGGACATGGGAGCAGGAGACTCCACTTTCTTCCTTTGTACAGTAACTTTCAAC 22 20 

CAGGTGTG6GACATGGGAGC AGGAG ACTCCACTTTCnrCCTTTGTACAGTAACTTTCAAC 222 0 

CTT!rTCGTTG6CATGTGTGTTAATCCCTGATCCAAnAAGAACAAATACACGTA!rGTTATA 2280 

CTTTTCCTTGGCATGTGTGTTAATCCCTGATCCAAAAACAACAAATACACG'rATGTTATA 2280 

ACCATq AGCCCGCCAGGGTCAGGGAAAGGACTCACCTGACTTTGBACAGCTGGCCTGGGC 2340 

ACGATCAGQCCGCCAGGGTCAGGGTVAAGGACTCACCTGACTTTGGACAGCTGGCCTGGCC 2340 

TCCCCCTGCTCAAACACAGTGGGGATCAGaGAAAAGGGGCTGGAAAGGGGGGAATGGOCC 2 4 00 

TCCCCCTGCTCAAACACAGTGGGGATCAGAGAAAAGGGGCU'GGAAAGGGGGGAATGGCCC .2400 

ACATCTCAAGAACCAAGATATTGTTTGTGG TGGTTcyrcyrgT^GGqTCTC TGTTTTTTC'rrT 2 4 60 

ACATCTCJWIGAACCAACATATTGTTTGTGGTGGTTGTGTGTGCGTGTGTG 24. "iO 

TTCTl'TCT'rrJl'TATT'rTTTTTGAATGGGGGAGGCTATTTATTGTAC'f GaGAGTGGTGTCT 2520. 

^— — — ——— — — — — — OT^W^ ____ ** k k ' 

GGATAIrATTCCTTTTGTCTTCATCACTTTCTGAAAATAAACATAAAACTGI^'rAAAAAAAA ;:50 0 

———— — ———————— — — — ——___—____.__ -.^.^^..ij^..- — — — — trUw* 

AAAAAAAAA 2Sfl9 
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CGGCCCGCa'GGAGAGGAAGCCCCAGAGCTGCCGCCCCCCTGCCGGACGAG 
GGCGTAGAAGCCAGGCGTCACSAGCCCGGGCTCCCGTGGGGTCCCCCACCC 
GGCCCrCGGGTCCCCCGCCCCCTCCTCCCTGCCCATCCCAGCCCACGCGA 
CCCTCTCGCGCGCGGAGGGGCGGGTCCTCGACGC.CTACGGGAAGGTGCCA 
GCCCGCCCCCGATGCCCATCGTGGAGCCGCGTTGCGGACACATGCTGACG 

ggcaccgagccgatgccggggagcgacgagggccgqgcgcctggcgccga 
cccgcagcaccgctacttcjtacccggagccggccgcgcaggacgcggacg 
agcgtcgcgggggcggcagcctgggg'rctccctacccggggggcgccttg 
gtgcccccccccccgagccgcttccttggagcctacgcctacccgccgcg 
accccaggcggccggc'i^rccccggcgcgggcgagtccttcccgccgcccg 
cggacgccgagggctaccagccgggcgacggctacgccgccccggaccgg 
cgcgccgggctcracccggggccgcgtgaggactacccgctacccgcggg 
actggaggtgtcgggcaaactgagggtcgcgctcaacaaccacctcttgt 
ggtccaagtttaatcagcaccagacagagatgatcatcaccaagcaggga 
cggcggatgttcccattcctgtcatttactgtggccgggctggagcccac 
cagccactacaggatgtttgtggacgtggtcttggtggaccaccaccact 
ggcggtaccagagcggcaagtgggtgcagtgtggaaacgccgagggcagc 
atgccaggaaaccgcctgtacgtccacccgcactcccccaacacaggagc 
gcactggatgcgccagcaagtttcatttacgaaactaaagctcacaaaca 
acaagggggcgtccaacaatgtgacccagatgattgtgctccagtccctc 
cataagtaccagccccggctgcatatcgttgaggtgaacgacggagagcc 
agaggcagcctgcaacgcttccaacacccatatctttactttccaagaaa 
cccagttcattgccgtgactgcctaccagaatgccgagattactcagctg 
aaaattgataataacccctttgccaaaggattccgggagaactttgagtc 
cat6tacacyv"rctg.ttgacaccacc;^<:ccctccccgcctggacccaact 

GTCAjLTTCCTTGGGGGAGaTCACTACl-CTCCTCTCCTACCCAACCACjy^ 

cctgxtcccagccgcttctaccccgaccttcctggccacgcgaagg^^ 

G/?T.TCCCCAgCCTTACTGGGTGGGGGCCCCCCGG6ACCACAGCT55EGAGG 
CTGAGTTTCCAGC»\ip3'C»VGC:^^GAAGGCTCCAOTCTTGCCCTCTG 
GGGCCCACCl^iPCCTACTACCGAGGCCAG6AGto.CCTGGCACCTGGAGC 
TGGCTGGCCa'G'tGGCACCCCAGJACCCTCCCAAG&GGGCCCGGCCyDlGCT 
GG9?T.CCGCCCTAS?GCGGACTCTGCCCST6GAACCCGGCCCTGGAGCCTCA 
GAGGCACGGGGACCAGAGGACCAGGiejfflCCCCCCTTCGS^StGGACTGAG&T^ 
TGCCCCC^iTCCGGCCGCau^rSCCAgS(^^5TCAGGACTGG 
CTAAGAGGAGGCGCGTSKCCCCCTOTCCTTCCA|SiwSGTGACACGTCCTCC 
CCTGCTGCGGCCCCTTCTCCTTTTGi&AAGGAAbCTGAAGGACAliyTa'TA 
TAACTACTTtCCCAACTCACCAGfl£6GACMGA5*GAAAGGAACAGAAACA!P 
T^^TTVirXAGpiFTGGAGGACACCGACTA&KrTGGGAAACG^ 
GAGAAGGCCCCCGCTCCCTCTGGCCCTTCTCTp^JTTAJC^'nA^TGCSSl'GGG 
' G7iAGjPGGGGCTCAAGAAGGi^'STTTGGGC?Sj^ 
ACGAtGAAACCTGAGAGGGfi^iajfCCCC 

ACAGTCQONTTACCTGSfGCTGCG^CTTGCTTTTGgiSTTCCAGCTGGAGAA 
AAGAAGACAAGAAAGtfcTTGGGcSfpGAACGACCTTTTTGCATCTA©^^ 
TGGGAGGGGTCACggKGgSCGGAGA^'GGGAGC^ 

• TTTG»I?ACAGJAAC'fTTCAACCTTTTCG!pTGGC$^ 
TiCCAAAAAGAACA7V7i?IACACi;StA^TTAtAACC^^AGCCC^^ 
AGG<^AAAGGACTCACCTGAGTTTGGAGAGCTCGCCTGGGCTCCCCCTGCT 
, ' CAAACACAG^GGGGA^t'CAGAOAAAAGGGGCTGGAAAGGGGGGA^J^GGCCC 
ACATCTCAAGAAGCAAGkifl'BT^ST TbTGGTGC^TGTgTO.1*GG(^ftT^l?G 

TTGTACTGAGAGfl^GOiiSl'CTGGfiKrA^E^iSTCCT 
TGAAAATAAACA£rAAAACTGirTAAAAAAAAA7\AAAA7\7\A 
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